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Resumen 
 
La papaya (Carica papaya) es un cultivo de importancia económica y alimenticia. Por su 
relevancia, ha existido interés en mejorar genéticamente esta especie usando el género 
Vasconcellea como recurso génico. Algunas especies de este género poseen 
características de interés agronómico como resistencia al virus de la mancha anular de 
la papaya, tolerancia al frío, mayor contenido de enzimas proteolíticas y propiedades 
organolépticas agradables. Una alternativa para transferir estas características de 
Vasconcellea a C. papaya es la fusión de protoplastos.  
En este trabajo se aisló protoplastos de hojas de C. papaya y se determinó que el uso 
de una solución enzimática con 1,0% m/v de celulasa y 0,5% m/v de macerozima permite 
obtener un rendimiento adecuado para continuar con pasos posteriores de cultivo y 
fusión. Con respecto al aislamiento a partir de callos embriogénicos de C. papaya, se 
recomienda utilizar la misma solución enzimática, pero adicionándole 0,5% m/v de 
hemicelulasa.  En cuanto a los protoplastos de callos de Vasconcellea sp, la variación 
en el contenido de celulasa no modificó el rendimiento del proceso. Sin embargo, se 
determinó que la adición de hemicelulasa redujo el porcentaje de protoplastos 
fluorescentes luego de ser teñidos con blanco de calcoflúor, que es indicativo de una 
mayor remoción de la pared celular, y que se debe utilizar callos friables para incrementar 
el rendimiento del proceso. 
Para realizar la fusión de los protoplastos, primeramente, se determinó si las soluciones 
de fusión reducen la viabilidad de los protoplastos. De las seis soluciones probadas se 
definió que tres de ellas no modifican este parámetro. Posteriormente se realizaron 
pruebas de fusión de los protoplastos; sin embargo, el éxito de las pruebas realizadas 
fue bajo. Un factor que pudo influenciar el proceso es la diferencia de tamaño de los 
protoplastos de ambas especies. Para identificar a futuro posibles híbridos se evaluó la 
reacción en cadena de la polimerasa combinada con la detección de polimorfismos de 
longitud de fragmentos de restricción (PCR-RFLP) y se encontró que las regiones ITS1-
ITS4 y trnK1-trnK2 permiten diferenciar ambas especies luego de realizar la digestión 
con endonucleasas.  
Con respecto al cultivo de los protoplastos, se observó que, para ambas especies por 
separado, el medio de cultivo KM8P-S permitió la formación de la pared celular más 
rápidamente que con respecto a los otros tres medios de cultivo probados. Por último, la 
reducción en 50% del contenido de manitol en el medio KM8P-S permitió obtener 
microcolonias de protoplastos de C. papaya más grandes con respecto al testigo. Sin 
embargo, no se llegó a obtener la formación de callos.  
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1. Introducción 
La papaya (C. papaya L) es uno de los principales cultivos frutales en muchas zonas 
tropicales y subtropicales (Teixeira-da Silva et al., 2007). En el 2018, la producción 
mundial de este fruto llegó a ser de 13,29 millones de toneladas (MT), siendo el 58,1% 
producido en Asia, seguido de América con el 30,8%. Durante los últimos 10 años la 
India ha sido el mayor productor de papaya a nivel mundial. En el año 2018, la India 
produjo 5,96 MT, seguido por Brasil con 1,06 MT. En el caso de Costa Rica, la producción 
alcanzó las 69 750 toneladas durante ese mismo año (FAO, 2018). 
En Costa Rica, el cultivo de la papaya se da principalmente para satisfacer el mercado 
nacional. En el 2014, el 71,4% de la producción fue vendida en la propia finca productora 
o en mercados locales y el 5,2% de los frutos fue exportado, el 23,4% restante se destinó 
al autoconsumo (12,6%), agroindustrias (5,2%), no se cosechó (4,7%) o no se vendió 
(1%) (INEC, 2015; CEPAL, 2017). Esta fruta se está convirtiendo en un cultivo importante 
para la exportación, tanto fresca como de productos terminados, en los países en 
desarrollo. Para el año 2000 solamente 2,4% de la producción era exportada, lo cual 
implica que en los últimos 14 años la exportación se ha duplicado (Teixeira-da Silva et 
al., 2007, CEPAL, 2017). 
La papaya es afectada por una extensa variedad de organismos patógenos, siendo el 
virus de la mancha anular de la papaya (PRSV-P, por sus siglas en inglés) la enfermedad 
más destructiva que afecta los frutos y que está presente en la mayoría de las principales 
áreas de plantación de papaya del mundo (Teixeira-da Silva et al., 2007; Zhang et al., 
2011). Debido a la relevancia económica de la papaya, se han buscado alterativas para 
mejorar genéticamente esta especie. Una opción es el uso de la técnica de hibridación 
somática a partir de protoplastos, siendo el género Vasconcellea el candidato más 
promisorio para poder lograr este fin (Jordan et al., 1986; Kyndt y Gheysen, 2007). 
Algunos miembros de este género poseen resistencia al virus PRSV-P, además, 
presentan mejor sabor, y mayor tolerancia al frío, comparado con C. papaya (National 
Research Council, 1989).  
Por otra parte, se ha reportado que diferentes especies de Vasconcellea sp. presentan 
una mayor actividad proteolítica en el látex, atribuida al contenido de cisteína 
proteinasas, con respecto a C. papaya. Adicionalmente, Vasconcellea posee mayor 
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concentración de enzimas y presenta isoformas que C. papaya no posee (Kyndt et al 
2007). El látex de Vasconcellea ha sido estudiado y se han obtenido resultados 
promisorios que podrían ser útiles para diferentes industrias. Por ejemplo, en el campo 
farmacéutico se ha estudiado la fracción P1G10 de V. cundinamarcensis y se ha visto 
que en ratones acelera el proceso de sanación de heridas abiertas (Freitas et al., 2017), 
quemaduras en la piel por radiación UVB (Freitas et al., 2019), reduce el daño en el colon 
y reduce los síntomas de colitis (Albuquerque et al., 2020), y en conejos contribuye a la 
recuperación del epitelio de la córnea (Silva et al., 2020). En cuanto a la industria 
alimenticia, las cisteínas endopeptidasas que posee V. quercifolia son capaces de 
coagular leche, por lo que se pueden utilizar para producir queso (Torres et al., 2010). 
Además, la fracción P1G10 de V. cundinamarcensis posee actividad antifúngica contra 
Botrytis cinerea, causante de daños pre y post cosecha de frutas y verduras (Torres-
Ossandón et al., 2019). Por último, en la industria textil podría ser utilizada en tenerías 
para eliminar el pelo del cuero (Errasti et al., 2020). 
La generación de híbridos de somáticos de C. papaya. L. var. Pococí + Vasconcellea sp. 
puede ser favorable ya que, al conferir resistencia al PRSV-P, se disminuirían las 
pérdidas durante su producción en países en donde esta enfermedad sea un problema. 
Además, existe la posibilidad de ampliar las zonas de cultivo si se logra una combinación 
genética que favorezca una tolerancia al frío. También, la hibridación de estas dos 
especies podría modificar el olor, sabor y actividad proteolítica, lo cual puede traer 
beneficios a nivel de consumo y productivo. Por las características del látex de 
Vasconcellea sp. no se debe pensar únicamente en el consumo de la fruta fresca, sino 
se debe tener en cuenta que la generación de híbrido podría ser útil para realizar 
investigaciones y desarrollos para obtener productos biotecnológicos. 
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2. Objetivos 
2.1. General 
• Establecer protocolos para el aislamiento, electrofusión y regeneración de 
protoplastos de papaya (Carica papaya L. var. Pococí y Vasconcellea sp.). 
2.2. Específicos 
• Establecer parámetros para el aislamiento de protoplastos a partir de hojas in 
vitro de Carica papaya L. var. Pococí y de callos de Vasconcellea sp. con una 
densidad óptima, para realizar electrofusión y regeneración de éstos en plantas. 
• Determinar las condiciones de electrofusión para obtener fusiones de Carica 
papaya L. var. Pococí y Vasconcellea sp. 
 
• Evaluar la regeneración de los protoplastos de Carica papaya L. var. Pococí, de 
Vasconcellea sp. y de fusionantes de estas especies.  
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3. Revisión de literatura 
3.1. Generalidades de la papaya 
El ancestro común más reciente de la familia Caricaceae es originario de África y 
pertenece al género Cylicomorpha; sin embargo, este género se dispersó y diversificó 
en México, Centroamérica y Suramérica, en donde actualmente se encuentran la 
mayoría de especies. La familia presenta plantas arborescentes y herbáceas con 
sistemas laticíferos bien desarrollados. Está conformada por 35 especies distribuidas en 
seis géneros con pocas especies: Cylicomorpha, Horovitzia, Jarilla, Jacaratia, 
Vasconcellea y Carica. Estos dos últimos géneros son los más relevantes para el 
consumo humano y para el mejoramiento genético; sin embargo, tres especies del 
género Jarilla y una de Horovitzia, parientes cercanos de C. papaya, también podrían 
ser utilizadas con fines de mejora genética no convencional (Badillo, 1971; 1993; 2000; 
Carvalho y Renner, 2015). 
3.1.1. Carica papaya híbrido Pococí 
Carica papaya L. es el único representante del género Carica. Se cree que es originario 
del área tropical de América, entre el sur de México y Centroamérica; pero se desconoce 
la zona específica de su origen (de Candolle, 1885; Morton, 1987; Badillo, 2000). Sus 
frutos son ricos en diversos carotenoides (Chandrika et al., 2003), y son utilizados 
principalmente para consumo fresco (Poulter y Caygill, 1985). Además, puede ser 
utilizada con fines medicinales para diferentes malestares (Krishna et al., 2008). 
Esta planta presenta el tallo de color verde o morado oscuro, sus hojas crecen en la zona 
apical del tallo y se dividen en secciones de cinco a nueve segmentos. Las flores, de 
color blanco marfil, pueden ser femeninas, masculinas o hermafroditas; sin embargo, se 
ha visto que puede cambiar de sexo por altas temperaturas o posterior a su poda. El 
fruto es ovalado con piel cerosa y delgada; al madurar su color es entre amarillo y 
anaranjado (Morton, 1987). En Costa Rica, mediante mejoramiento convencional se 
desarrolló el híbrido "Pococí". Por su alto rendimiento y buen sabor de la fruta, a partir 
del año 2004 su cultivo ha tomado relevancia en el país (Bogantes y Mora, 2006).  
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3.1.2. Vasconcellea 
El género Vasconcellea es el más grande de la familia Caricaceae. Está conformado por 
21 de las 35 especies que componen esta familia (Badillo, 2000). Comúnmente las 
especies del género son conocidas como papayas de tierras altas o montañas (National 
Research Council, 1989). Sus frutos son utilizados frescos o en preparados como jaleas, 
salsas, mermeladas, helados, o jugos, y son consumidos principalmente en el mercado 
local del Altiplano andino (National Research Council, 1989). Por el aprovechamiento 
que se le ha dado, las dos especies más importantes del género son 
V. cundinamarcensis y V.× heilbornii (Scheldeman et al., 2011). 
La mayor diversidad de especies se encuentra en Ecuador, en donde habitan 16 de las 
21 especies de Vasconcellea, seguido por Colombia y Perú con nueve especies cada 
uno. En Costa Rica existen reportes de la presencia de V. cauliflora, V. microcarpa y 
V. cundinamarcensis, siendo esta última la especie con la distribución geográfica más 
amplia, ya que se encuentra desde Costa Rica hasta Chile (Scheldeman et al., 2007). 
Estas plantas, con forma de arbusto o árbol, pueden ser silvestres, domesticadas o 
semidomesticadas. Los tallos son poco ramificados o simples. Sus flores muestran 
colores variables entre blanco, verde, amarillo, anaranjado y rosado. El color del fruto 
varía entre especies (Badillo, 1993). 
Este género es candidato para la mejora genética de C. papaya debido a que algunas 
de las especies poseen resistencia al PRSV-P. Por ejemplo, en V. cundinamarcensis la 
resistencia es atribuida al gen prsv-1 (National Research Council, 1989; Dillon et al., 
2005; Dillon et al., 2006). Además, estas papayas de montaña presentan características 
organolépticas interesantes de olor y sabor, y son una fuente potencial para el 
aislamiento de papaína (Scheldeman et al., 2011). Se ha demostrado que el látex aislado 
de V. cundinamarcensis puede tener entre cinco y ocho veces más actividad proteolítica 
con respecto al de C. papaya (Baeza et al., 1990). Por otra parte, algunos miembros de 
este género pueden encontrarse hasta a 3000 msnm, debido a que poseen genes que 
les confieren una mayor tolerancia al frío (National Research Council, 1989). 
Por las características mencionadas anteriormente, se desarrolló mediante 
mejoramiento no convencional el híbrido C. papaya x V. quercifolia. Para esto se polinizó 
flores femeninas de C. papaya con polen de V. quercifolia, y 90 días después de la 
polinización se realizó el rescate de embriones. Los autores lograron obtener 75% de 
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híbridos resistentes al PRSV-P, mientras que el 25% presentó síntomas de esta afección 
(Drew et al., 2006). Además de V. quercifolia, las especies V. cauliflora, V. pubescens y 
V. stipulata son resistentes a este virus (Conover, 1964).  
3.2. Protoplastos 
Los protoplastos han sido definidos por Brenner et al. (1958) como la "parte de la célula 
que está dentro de la pared celular, y en algunas especies puede ser plasmolizada fuera 
de ella". Su aislamiento puede realizarse mediante métodos mecánicos, enzimáticos o 
combinaciones de ambos (Gutiérrez et al., 2003). El método mecánico consiste en 
plasmolizar las células aplicando un choque osmótico con cloruro de calcio, nitrato de 
calcio o sacarosa, y luego liberar los protoplastos por medio de cortes o abrasiones. Esta 
técnica es utilizada en menor medida, debido a que se obtienen concentraciones muy 
bajas de protoplastos (Cocking, 1972). 
En contraposición, el aislamiento enzimático permite obtener mayores concentraciones 
de protoplastos. Para este fin se han empleado celulasas, pectinasas (Power y Cocking, 
1970, Davey et al., 2005), hemicelulasas o combinaciones de estas enzimas (Meng et 
al., 1996; Power y Cocking, 1969). Además, se ha determinado que la concentración de 
las enzimas celulasa y macerozima (un tipo de pectinasa), la dosis de manitol y el tiempo 
de incubación enzimático, son factores que, en C. papaya, han determinado el 
rendimiento y viabilidad de estos protoplastos durante su aislamiento (Zhang et al., 
2011). 
El aislamiento de protoplastos de plantas ha sido empleado en diversas aplicaciones. 
Por ejemplo, se han utilizado para realizar la clonación de plantas y de estudios 
morfológicos de cultivo de tejidos (Carlson, 1973; Cocking, 1981). En cuanto a la mejora 
genética, los protoplastos han sido usados para realizar hibridación somática, 
aislamiento de mutantes, transferencia de organelas y genes. Pueden ser empleados 
para estudiar los mecanismos de infección, replicación y ensamblaje de virus en plantas 
(Carlson, 1973; Cocking, 1981). En los últimos años la investigación en el área ha 
tomado fuerza debido a que los protoplastos pueden ser editados genéticamente 
mediante CRISPR/Cas9, lo que abre una nueva línea de investigación (Lin et al. 2018). 
En el caso específico de C. papaya y Vasconcellea sp., ha sido posible obtener 
protoplastos a partir de hojas jóvenes y adultas, cotiledones, suspensiones celulares de 
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embriones somáticos y callos provenientes de hojas e hipocótilos (Cuadro 1). 
Adicionalmente, de C. papaya variedad Pococí, Lipka (2010) logró obtener protoplastos 
a partir de hojas, tanto de plantas in vitro como ex vitro (Cuadro 1).  
Cuadro 1. Concentración enzimática y rendimiento de protoplastos aislados a partir de 
diferentes tejidos de C. papaya y Vasconcellea sp.  
Especie Tejido 
Solución 
enzimática 
Rendimiento Referencia 
C. papaya 
Hojas de 
plántulas 
2,0% de celulasa 
R-10 + 0,5% de 
macerozima 
No especificado 
Litz y 
Conover 
(1979) 
C. papaya 
Hojas de 
plantas en 
invernadero 
1,0% de celulasa 
R-10 + 0,5% de 
macerozima 
9,03x105 
protoplastos·g-1 
Lipka 
(2010) 
C. papaya 
Hojas de 
plántulas in 
vitro 
2,0% de celulasa 
R-10 + 0,5% de 
pectoliasa Y-23 
2,48x106 
protoplastos·g-1 
Tang et al. 
(2011) 
C. papaya 
Hojas de 
plántulas 
1,2% de celulasa 
R-10 + 0,3% de 
macerozima R-
10 
1,5X107 
protoplastos·g-1 
Zhang et 
al. (2011) 
C. papaya 
Cotiledones 
de plántulas 
de invernade-
ro 
1,5% de celulasa 
R-10 + 0,5% de 
macerozima 
No especificado Litz (1984) 
C. papaya 
Callos 
derivados de 
hojas 
2,0% de celulasa 
R-10 + 0,5% de 
macerozima 
2,0x105 
protoplastos·g-1 
Liu et al. 
(1984) 
C. papaya 
Callos 
derivados de 
hipocótilos 
2,0% de celulasa 
R-10 + 0,5% de 
macerozima 
No especificado Litz (1986) 
C. papaya 
Callos 
derivados de 
hipocótilos 
2,0% de celulasa 
R-10 + 0,5% de 
macerozima 
3,0x104 
protoplastos·ml-
1 
Jordan et 
al. (1986) 
C. papaya x V. 
cauliflora 
Suspensiones 
de embriones 
somáticos 
2,0% de celulasa 
R-10 + 0,6% de 
macerozima + 
0,2% de 
driselasa 
1,5x106 
protoplastos·g-1 
Chen y 
Chen 
(1992) 
V. pubescens x V. 
stipulate 
Callos 
derivados de 
hojas 
3,0% de celulasa 
+ 3,0% de 
macerozima + 
0,4% pectoliasa 
1,0x108 
protoplastos·g-1 
Ulloa y 
Jadán 
(2010) 
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Continuación cuadro 1. Concentración enzimática y rendimiento de protoplastos 
aislados a partir de diferentes tejidos de C. papaya y Vasconcellea sp. 
Especie Tejido 
Solución 
enzimática 
Rendimiento Referencia 
V. cundinamarcensis 
Hojas 
jóvenes y 
adultas 
2,0% de celulasa 
R-10 + 0,5% de 
macerozima 
4,5x105 
protoplastos·ml-1 
Jordan et 
al. (1986) 
V. stipulata 
Hojas in 
vitro  
3,0% de celulasa 
+ 3,0% de 
macerozima + 
0,4% pectoliasa 
1,8x106 
protoplastos·ml-1 
Ulloa y 
Jadán 
(2010) 
Para evaluar la eficiencia del proceso del aislamiento de protoplastos es común utilizar 
diferentes tinciones. Para determinar la viabilidad de los protoplastos es posible utilizar 
la tinción de azul de Evans. Con dicho tinte se pueden diferenciar los protoplastos no 
viables de los viables, ya que en el caso de que se encuentre no viable el tinte va a 
permear la membrana celular. Por otra parte, desde el año 1970 se ha utilizado la tinción 
con blanco de calcoflúor (CFW, por sus siglas en inglés) para dar seguimiento a la 
regeneración de la pared celular de protoplastos de plantas superiores (Nagata y Takebe, 
1970). Se ha demostrado que existe un alto grado de correlación entre la fluorescencia 
del CFW y el contenido total de celulosa en la pared celular durante su síntesis 
(Galbraith, 1981). 
3.2.1. Fusión de protoplastos 
La fusión de protoplastos es una técnica que permite realizar la recombinación génica a 
nivel nuclear y así formar híbridos somáticos, o bien movilización de organelas, que lleva 
a la formación de cíbridos. Esto permite obtener nuevos genotipos que no pueden ser 
generados en la naturaleza en forma espontánea (Kumar y Cocking, 1987). Las especies 
vegetales empleadas para la fusión pueden ser compatibles o incompatibles 
sexualmente (Kumar y Cocking, 1987). Por esto, la técnica puede aplicarse cuando los 
cruces intergenéricos o interespecíficos son difíciles de realizar por la incompatibilidad 
genómica, como es el caso de C. papaya L. y Vasconcellea sp. (van Droogenbroeck et 
al., 2004). 
La fusión de protoplastos puede ser inducida mediante métodos mecánicos, con el uso 
de un micromanipulador, químicos o eléctricos, aunque en algunos casos puede ocurrir 
de manera espontánea en el laboratorio durante la etapa de aislamiento (Verma et al., 
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2008). Debe darse un contacto cercano e interacción entre las membranas. Para realizar 
la fusión química se puede utilizar polietilenglicol (PEG) y calcio (Ca 2+) a pH alto; estos 
actúan neutralizando la carga negativa de la membrana celular. Sin embargo, el control 
de la fusión es limitada y los químicos pueden ser tóxicos para las células, ya que para 
mejorar la eficiencia de la fusión se debe aumentar la concentración o prolongar el 
tiempo de incubación con el químico (Kao y Michayluk, 1974; Lynch et al., 1993). 
La fusión mediante choques eléctricos o electrofusión es una alternativa a la fusión 
química. Esta técnica no utiliza sustancias tóxicas para los fusionantes y la perturbación 
de la membrana celular se restringe únicamente a las zonas de contacto. En este 
método, los protoplastos son alineados en un campo eléctrico entre dos electrodos, 
generando el contacto cercano de las membranas por dielectroforesis e interacciones 
entre células que presentan dipolos.  La principal desventaja de la técnica radica en que, 
dado el tamaño de la cámara de fusión, sólo se pueden fusionar volúmenes pequeños 
de protoplastos a la vez (Zimmermann y Vienken, 1982; Tempelaar y Jones, 1985; Lynch 
et al., 1993). 
Para poder realizar la electrofusión es necesario colocar los protoplastos en un medio 
osmóticamente balanceado con baja conductividad eléctrica, adicionando poco o nada 
de sales. Se busca que la solución de fusión utilizada posea una baja conductividad 
eléctrica y fuerza iónica para favorecer que ocurra la dielectroforesis entre los 
protoplastos. Ambos parámetros pueden ser modificados por la presencia de calcio 
(Ca+2) en la solución de fusión; sin embargo, el uso de soluciones con este catión genera 
una disyuntiva entre diferentes investigaciones. En algunos casos se asegura que este 
catión favorece el proceso de electrofusión; sin embargo, en otras investigaciones 
indican que este catión no es necesario y es suficiente con utilizar manitol. Cabe destacar 
que, en caso de agregar el calcio, este se debe mantener en baja concentración, 
preferiblemente entre 0,1-0,5 mM CaCI2 (Watts y King, 1984; Bates et al.,1987b; Jones, 
1991).  
La electrofusión de los protoplastos ocurre en tres pasos en donde se debe alternar 
corrientes eléctricas alternas (AC) y directas (DC). Primeramente, a una corriente AC 
baja, ocurre el fenómeno de dielectroforesis que permite que los protoplastos se alineen 
y formen cadenas, también conocidos como collares de perlas. Se denomina 
dielectroforesis al fenómeno que ocurre en las membranas de los protoplastos al aplicar 
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un campo eléctrico, las cargas de la membrana se polarizan y ocasionan la reorientación 
de los dipolos hacia los electrodos de la cámara de fusión. El segundo paso consiste en 
la aplicación de pulsos de corriente DC que provoquen la formación reversible de poros 
para que ocurra la fusión. Por último, nuevamente se aplica un pulso de AC para cerrar 
los poros que fueron abiertos en las membranas (Bates et al., 1987b; Jones, 1988). 
Ha sido posible realizar la electrofusión entre protoplastos de Solanum tuberosum y S. 
brevidens (Fish et al., 1988), Coptis japonica y Euphorbia millii (Morikawa et al., 1988), 
Minneola tangelo × clementine y Murraya paniculata (L.) Jack (Guo y Deng, 1998), 
Helianthus annuus L. y Helianthus maximiliani (Schrader) (Taski-Ajdukovic et al., 2006), 
Pisum sativum L. y Lathyrus sativus L. (Durieu y Ochatt, 2000), entre otros. También ha 
sido posible fusionar plantas con filamentos de hongos, como es el caso de Apium 
graveolens L. con Aspergillus nidulans (Lynch et al., 1989). Hasta el momento no se han 
encontrado reportes de electrofusión de protoplastos entre C. papaya y Vasconcellea sp. 
3.2.2. Cultivo y regeneración de protoplastos 
Para lograr obtener una planta a partir de protoplastos, lo primero que hay que lograr es 
que los protoplastos sobrevivan al proceso de aislamiento y puedan regenerar la pared 
celular (Xu y Xue, 1999). Normalmente, esta regeneración ocurre en un corto período de 
tiempo luego de haber iniciado el cultivo. Un punto clave durante la regeneración de esta 
estructura es la presión osmótica. Es recomendable reducir gradualmente el potencial 
osmótico del medio de cultivo una vez que se haya regenerado la pared celular, para 
estimular la división mitótica y que se dé la formación de microcallos para así obtener un 
tejido más desarrollado (Davey et al., 2005). El manitol es comúnmente utilizado como 
regulador osmótico durante el cultivo, así como también, durante el aislamiento y 
purificación de protoplastos (Bhojwani y Razdan, 1986). 
La densidad del cultivo resulta ser clave durante la regeneración de los protoplastos, por 
lo que se recomienda utilizar entre 5x104-1x106 protoplastos·mL-1 (Jain et al., 1995). Una 
vez considerado este punto, se debe elegir entre diferentes sistemas que puedan ser 
utilizados para el cultivo de protoplastos. Estos pueden ser cultivados en gotas sobre 
superficies plásticas (Kao et al., 1971), u optar por medios de cultivo gelificados con 
agarosa, ya que se ha determinado que es más efectivo que el uso de agar (Shillito et 
al., 1983). O bien, es posible embeber los protoplastos en líquido o gel, para aumentar 
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la proliferación celular. Una división celular activa permite obtener congregados celulares 
y callos, para así inducir posteriormente la formación de la planta (Xu y Xue, 1999). 
Al menos 24 especies y cuatro híbridos frutales han logrado ser regeneradas 
exitosamente a partir de protoplastos provenientes de callos, suspensiones celulares, 
hojas y tallos (Xu y Xue, 1999; Ara et al., 2000; Yu et al., 2000; Assani et al., 2001; Niedz 
et al., 2003; Umate et al., 2005; Xiao et al., 2007). En el caso específico de la familia 
Caricaceae, se han hecho diferentes esfuerzos para regenerar protoplastos de C. 
papaya y una especie de Vasconcellea sp. que involucran el uso de medios de cultivo 
como el MS (Murashige y Skoog, 1962) modificado, combinación de modificaciones del 
medio KM8 (KM8P/KM8 [1:1]) (Kao y Michayluk, 1975), y el medio basal B5 (Gamborg 
et al., 1968) con reducción de nitrógeno (B5/N); sin embargo, ninguno de estos ha sido 
exitoso (Litz, 1984; Liu et al., 1984; Litz, 1986; Jordan et al., 1986). Chen y Chen (1992) 
lograron regenerar protoplastos de C. papaya + C. cauliflora (ahora clasificado como V. 
cauliflora), obtenidos a partir de suspensiones celulares de embriones somáticos, 
utilizando el medio de cultivo KM8P-S. Para la obtención de este híbrido interespecífico 
se utilizó el polen de V. cauliflora para polinizar las flores de C. papaya, y posteriormente 
se aplicó la técnica de rescate de embriones (Chen et al., 1991). 
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4. Metodología 
4.1. Germinación de semillas de C. papaya in vitro 
Se realizaron dos introducciones de semillas de C. papaya var. Pococí F1 provenientes 
de la Estación Experimental Los Diamantes del Ministerio de Agricultura y Ganadería, 
Guápiles, Pococí, Limón. Para el primer experimento, se flameó el fruto de papaya dentro 
de la cámara de flujo laminar, se cortó a la mitad y se extrajeron las semillas, que 
posteriormente fueron secadas sobre una rejilla cubierta con servilleta durante cinco días 
dentro de la cámara de flujo laminar. Una vez secas se iniciaron los tratamientos de 
germinación. Se sumergieron 70 semillas en 100 mL de ácido giberélico (AG3) (N-Large 
3.2 SL, Stoller Enterprises, Inc., Houston, Estados Unidos) a 55 mg/L y se dejaron 
incubando por 16 h en oscuridad a 100 rpm. Transcurrido el período de incubación, se 
lavaron las semillas tres veces con agua destilada estéril y se sembraron en agar-agua 
al 0,9% m/v (Lipka, 2010). La germinación se evaluó luego de 30 días de haber iniciado 
el experimento. Se consideraron como germinadas las semillas en las que al menos 
había emergido la radícula.  
En cuanto al segundo experimento, se prepararon las semillas de la misma forma que 
en el primer experimento. Seguidamente, el arilo de la mitad de las semillas extraídas  
fue removido con una pinza. Una vez eliminado el arilo se enjuagaron las semillas tres 
veces más con agua destilada estéril y se escurrió en un papel filtro autoclavado. Luego, 
se dejaron secando  durante cinco días dentro de la cámara de flujo laminar. Para 
germinar las semillas con y sin arilo se probaron cuatro sustratos y tres métodos para 
acelerar la germinación. Se incluyó un testigo por cada sustrato y tipo de semilla (con o 
sin arilo) a los que no se les aplicó ningún método para acelerar la germinación. En total 
se probaron 32 tratamientos diferentes.  
Para germinar las semillas, con y sin arilo, con los tres métodos para acelerar la 
germinación se utilizaron los siguientes sustratos:  
1. Agar-agua al 0,9% m/v. 
2. Papel de germinación (Anchor Steel Blue Seed Germination Blotter, Anchor 
Paper Co., Estados Unidos) humedecido con 5 mL de agua. 
3. 80 mL de medio MS suplementado con tiamina (0,1 mgL-1), ácido nicotínico (0,5 
mgL-1), piridoxina (0,5 mgL-1), glicina (2 mgL-1), inositol (100 mgL-1), sacarosa (30 
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gL-1) y Phytagel™ (2 gL-1) (P8169, Sigma-Aldrich, Missouri, Estados Unidos), con 
un pH de 5,8 ajustado con KOH. 
4. 200 g de una mezcla de turba (Jiffy, Moerdijk, Países Bajos) y perlita (Coarse, 
Florida, Estados Unidos) en proporción 1:1 humedecida a capacidad de campo.  
Los diferentes sustratos para la germinación de las semillas se colocaron en frascos de 
vidrio transparente de 8,6 x 9,2 cm o 7,9 x 10,6 cm y se autoclavaron. Para tratar de 
acelerar la germinación se imbibieron las semillas con AG3 (N-Large 3.2 SL) a 500 mg/L 
por dos horas a 100 rpm en oscuridad, previo a sembrarlas; o bien se aplicó un choque 
térmico de 35°C por cuatro horas luego de cinco días de haber sido sembradas (Webster 
et al., 2016). Además, se hizo la combinación de ambos tratamientos. En cada frasco se 
colocaron seis semillas y se tapó con dos capas de plástico adhesivo, sujetas con una 
banda elástica. Se evaluó la germinación luego de 30 días de haber iniciado el 
experimento. Se contó el número de plántulas obtenidas por frasco para calcular el 
porcentaje de germinación.  
Una vez realizada la evaluación de la germinación, las plántulas obtenidas en los cuatro 
sustratos se transfirieron a frascos de vidrio transparente de 9 x 5,5 cm con 20 mL de 
medio MS autoclavado. Por cada frasco se colocó una plántula. Con una tijera se 
cortaron las raíces que impedían introducir las plántulas al frasco. En algunos casos, se 
redujo la altura de las plántulas haciendo un corte transversal en el tallo. Los frascos 
fueron cerrados con tapas de plástico y se colocó una capa de plástico adhesivo 
alrededor de la misma.  
En ambos experimentos las semillas se cultivaron a 25°C con un fotoperíodo de 12 h luz 
y oscuridad, con una intensidad lumínica de 55 μmol m-2 s-1. Las semillas que se 
cultivaron en turba y perlita se cubrieron con el sustrato para tratar de emular las 
condiciones de siembra en el campo.  
4.1.1. Análisis estadístico 
Los datos obtenidos no cumplían con los supuestos de normalidad. Se usó un análisis 
de desviación para ajustes de modelo lineal generalizado (GLM) con Chi cuadrado para 
una distribución binomial, tomando en cuenta la interacción entre el sustrato y la 
aplicación del choque térmico, sustrato e imbibición en AG3, y sustrato y remoción del 
arilo. Además, se utilizó la prueba de Kruskal-Wallis, con un alfa de 0,05, para determinar 
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si había significancia estadística entre los sustratos utilizados y para encontrar cuáles 
fueron los mejores tratamientos. Todos los análisis estadísticos fueron realizados con el 
programa R versión 1.1.447 (Foundation for Statistical Computing, Viena, Austria. URL: 
https://www.R-project.org/). 
4.2. Aislamiento de protoplastos de C. papaya  
4.2.1. Aislamiento de protoplastos a partir de hoja 
4.2.1.1. Material vegetal 
Se utilizaron plantas in vitro provenientes de semilla de C. papaya híbrido Pococí con 
dos o tres meses de haber germinado y con tres a cinco hojas desarrolladas, obtenidas 
según lo descrito en la sección 4.1. Las plantas se mantuvieron en medio MS 
suplementado con tiamina (0,1 mgL-1), ácido nicotínico (0,5 mgL-1), piridoxina (0,5 mgL1), 
glicina (2 mgL-1), inositol (100 mgL-1), sacarosa (30 gL-1) y Phytagel™ (2 gL-1) (Sigma-
Aldrich) con un pH de 5,8 ajustado con KOH y se transfirieron a medio de cultivo fresco 
cada 30 días. Se mantuvo las plantas a 25°C con un fotoperiodo de 12 horas luz y 
oscuridad, con una intensidad lumínica de 55 μmol m-2 s-1. Para los aislamientos de 
protoplastos se utilizaron hojas verdes jóvenes, sin secciones amarillentas. 
4.2.1.2. Preplasmólisis 
En frascos tipo Erlenmeyer estériles de 50 mL se agregó 0,2 g de hojas, a las cuales se 
les había removido con un bisturí la epidermis del envés, y 10 mL de solución para 
preplasmólisis. La solución de preplasmólisis estuvo compuesta por las sales CPW 
(Power y Chapman, 1985) y 0,71 M de manitol a pH 5,8 ajustado con KOH, previamente 
esterilizada con un filtro de 0,2 µm (Minisart Syringe Filter, Sartorius, Goettingen, 
Alemania). Las muestras se mantuvieron en la solución por una hora a 25°C, con una 
intensidad lumínica de 13 μmol m -2s-1. Transcurrido este período se eliminó la solución 
con una pipeta Pasteur. En el primer experimento se probó el efecto que produce en el 
aislamiento de protoplastos el cortar las hojas “en peine”. Para esto, además de eliminar 
la epidermis de envés, se hicieron cortes desde la vena central hasta el borde de la 
lámina en secciones de aproximadamente 3 mm. 
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4.2.1.3. Digestión enzimática 
Se utilizó el protocolo propuesto por Lipka (2010) para la preparación de las soluciones 
enzimáticas, condiciones de agitación y tiempo de digestión. En los tres experimentos 
realizados se modificó las concentraciones de las enzimas celulasa RS (Origen: 
Trichoderma viridae, Karlan, Estados Unidos), macerozima R10 (Origen: Rhizopus 
arrhizus, Karlan, Estados Unidos) y driselasa (Origen: Basidiomycetes, Karlan, Estados 
Unidos) (Cuadro 2). Las combinaciones de enzimas probadas fueron propuestas por Litz 
y Conover (1979), Chen y Chen (1992) y Lipka (2010), que fueron previamente utilizadas 
para aislar protoplastos de C. papaya. Además, se probó un tratamiento adicional, que 
consistió en agregar a la solución enzimática de Lipka (2010) la concentración de 
driselasa propuesta por Litz y Conover (1979).   
Las soluciones A y E (Cuadro 2) contenían manitol 5 M, ácido 2-morfolinoetanesulfónico 
(MES) 6,15 mM, CaCl2 6,53 mM y NaH2PO4 1,23 mM (Grosser y Gmitter, 1990), más las 
enzimas correspondientes. En el caso de las soluciones propuestas por Litz y Conover 
(1979) y Chen y Chen (1992), se prepararon según lo descrito en los artículos. El pH se 
ajustó a pH 5,8 con KOH y cada solución se esterilizó con filtros de 0,2 µm. A las 
muestras preplasmolizadas se les adicionó 5 mL de la solución de digestión y se 
incubaron en agitación a 50 rpm por 16 h en oscuridad a 25°C.  
Cuadro 2. Composición de las diferentes soluciones enzimáticas utilizadas en los 
experimentos para el aislamiento de protoplastos a partir de hojas de C. papaya. 
Experimento 
Solución 
enzimática 
Concentraciones enzimáticas (% m/v) 
Celulasa Macerozima Driselasa 
1. Corte en las hojas A* 1,0 0,50 0,0 
2. Soluciones enzimáticas 
usadas para C. papaya 
A* 1,0 0,50 0,0 
Cγ 2,0 0,60 0,2 
Dǂ 2,0 0,50 0,0 
3.  Adición de driselasa a la 
solución enzimática A 
A* 1,0 0,50 0,0 
E* 1,0 0,50 0,2 
* Tomado de Lipka (2010). γ Tomado de Chen y Chen (1992). ǂ Tomado de Litz y Conover (1979).  
4.2.1.4. Purificación 
Al finalizar la digestión enzimática, se filtró las muestras a través de una malla de 45 µm. 
Luego, se transfirieron a tubos cónicos de 15 mL y se centrifugaron (Centrifuge 5810R, 
Eppendorf, Hamburgo, Alemania) a 800 rpm por 6 min a temperatura ambiente. Se 
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descartó el sobrenadante y se adicionó lentamente al precipitado 3 mL de la solución de 
CPW con sacarosa ultra pura al 25% m/v a pH 5,8 ajustado con KOH, previamente 
esterilizada con un filtro de 0,2 µm. Seguidamente, se resuspendió los protoplastos en 
la solución con una pipeta Pasteur evitando formar burbujas. A continuación, se agregó 
3 mL de medio de cultivo MS líquido modificado (MSBSOH) (Anexo 1), suplementado 
con 0,5 M de manitol a pH 5,8 ajustado con KOH y esterilizado con un filtro de 0,2 µm, 
con el fin de que se formaran dos fases, y se centrifugó 6 min a 800 rpm. El anillo formado 
se extrajo con una pipeta Pasteur y se colocó en un nuevo tubo cónico. Al anillo se le 
adicionó 14 mL de medio MSBSOH, con el fin de eliminar impurezas, se resuspendió los 
protoplastos y se centrifugó 6 min a 800 rpm. Finalmente, luego de la centrifugación, se 
dejó la muestra en un volumen final de 0,5 mL. 
4.2.1.5. Viabilidad de los protoplastos 
Para determinar el número total de protoplastos aislados y su viabilidad, se mezcló en 
proporción 1:1 los protoplastos aislados (previamente resuspendidos) con la solución de 
azul de Evans al 0,15% (p/v) (Gaff y Okong’O-Ogola, 1971) en medio CPW con 0,71 M 
de manitol y se incubó por 5 min. La muestra se colocó en el hemocitómetro (Bright-line 
Boeco, Hamburgo, Alemania) y se observó bajo el microscopio (CX22LED, Olympus 
Corp., Tokio, Japón). Los protoplastos teñidos de color azul son considerados no viables, 
mientras que los protoplastos que no están teñidos son viables. Con los datos obtenidos 
se procedió a calcular el porcentaje de viabilidad de cada una de las muestras: 
 
La viabilidad fue calculada a partir del promedio de protoplastos viables y total de 
protoplastos obtenido de los cuatro cuadros del hemocitómetro. Para el cálculo de 
protoplastos por mililitro se empleó la siguiente fórmula: 
protoplastos/mL = promedio de protoplastos totales x 10 000 x 2 
El promedio de protoplastos totales corresponde al conteo promediado de los 
protoplastos vivos y muertos de los cuatro cuadros del hemocitómetro. El número 2 es 
el factor de dilución, ya que la muestra fue diluida por el azul de Evans. Una vez obtenido 
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el dato de los protoplastos por mililitro se calculó el número de protoplastos por gramo 
de tejido adicionado: 
 
4.2.1.6. Tinción con blanco de calcoflúor  
Se evaluó si aún existía la presencia de pared celular, luego del aislamiento, con el tinte 
CFW. Para esto se utilizó el protocolo descrito por Xu et al. (2013). Los protoplastos 
fueron resuspendidos, se tomó una muestra de 50 µL y se mezcló con 1 µL de blanco 
de calcoflúor (6,93 mg/mL), se incubó por 5 min en oscuridad y se colocó en el 
hemocitómetro. El conteo se realizó en el microscopio invertido con filtro de luz 
ultravioleta (Axio Vert.A1, Zeiss, Göttingen, Alemania). Los protoplastos que fluorecían 
total o parcialmente se contabilizaban como células con remanentes de pared celular, 
mientras que si estos no fluorecían se contemplaban como protoplastos verdaderos. Una 
vez realizado el conteo se determinó el porcentaje de protoplastos que no brillaban: 
 
En donde, los protoplastos que no brillan con CFW corresponden al promedio de 
protoplastos que no brillan de los cuatro cuadros del hemocitómetro. El total de 
protoplastos es el promedio de protoplastos que brillan (fluorescen) y no brillan en los 
cuadros del hemocitómetro. 
4.2.1.7. Diseño experimental y análisis estadístico 
Para los experimentos uno y tres se realizaron tres repeticiones por tratamiento, mientras 
que para el experimento dos se hicieron cuatro repeticiones (Cuadro 2). Debido a que 
los datos no cumplían con una distribución normal se emplearon análisis no 
paramétricos. Para los experimentos uno y tres se realizó el análisis no paramétrico de 
la U de Mann-Whitney, con un alfa de 0,05. Además, para encontrar las diferencias 
estadísticas se utilizó la prueba de Comparación Múltiple después de Kruskal-Wallis. 
Para el experimento dos se hizo la prueba de Kruskal-Wallis con un alfa de 0,05. Todas 
las pruebas estadísticas fueron realizadas con el programa R versión 1.1.447 
(Foundation for Statistical Computing, Viena, Austria. URL: https://www.R-project.org/). 
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4.2.2. Aislamiento de protoplastos a partir de callo 
4.2.2.1. Material vegetal 
Se utilizaron callos de C. papaya obtenidos a partir de semilla siguiendo la metodología 
propuesta por Solórzano-Cascante et al. (2018). Las semillas fueron secadas dentro de 
la cámara de flujo laminar por cinco días y posteriormente se cortaron longitudinalmente. 
Se sembró las semillas con el corte en contacto con el medio de multiplicación. Dicho 
medio está compuesto por las sales minerales MS a la mitad de concentración, tiamina 
(0,1 mgL-1), ácido nicotínico (0,5 mgL-1), piridoxina (0,5 mgL-1), glicina (2 mgL-1), inositol 
(100 mgL-1), ácido 2,4-diclorofenoxiacético (2,4-D) (2 mgL-1), sacarosa (30 gL-1) y 
Phytagel (2 gL-1) (Sigma-Aldrich), con un pH de 5,8 ajustado con KOH (Solórzano-
Cascante et al., 2018). Las placas de Petri con las semillas se mantuvieron en oscuridad 
a 25°C por dos meses. Los callos obtenidos se transfirieron cada mes a medio de cultivo 
fresco. En todos los casos se utilizaron callos con embriones para los aislamientos 
(Fig.1). 
 
Figura 1. Callo embriogénico de C. papaya utilizado para el aislamiento de protoplastos. 
La barra indica 0,5 cm. 
4.2.2.2. Preplasmólisis 
Se utilizó el mismo procedimiento descrito en la sección 4.2.1.2 para las hojas; sin 
embargo, se modificó la cantidad de tejido inicial a 1 g de callo. Se tomaron secciones 
de callo, hasta alcanzar 1 g de tejido, con una pinza y se agregaron cuidadosamente en 
el Erlenmeyer, evitando hacer presión para no dañar el tejido. 
4.2.2.3. Digestión enzimática 
Se empleó el mismo procedimiento descrito en la sección 4.2.1.3. Se probaron las 
soluciones enzimáticas propuestas por Chen y Chen (1992), Zhang et al. (2011) y la 
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solución enzimática F (Cuadro 3) utilizada para el aislamiento de protoplastos de 
Vasconcellea. Para esta última solución se modificó la concentración de celulasa RS 
(Origen: Trichoderma viridae, Karlan, Estados Unidos), macerozima R10 (Origen: 
Rhizopus arrhizus, Karlan, Estados Unidos), hemicelulasa (Origen: Aspergillus niger, 
Sigma, Estados Unidos) y driselasa (Origen: Basidiomycetes, Karlan, Estados Unidos) 
(Cuadro 3). 
Cuadro 3. Composición de las diferentes soluciones enzimáticas utilizadas en los 
experimentos para el aislamiento de protoplastos a partir de callo de C. papaya. 
Solución 
enzimática 
Concentraciones enzimáticas (% m/v) 
Celulasa Macerozima Hemicelulasa Driselasa 
Cγ 2,0 0,6 0,0 0,2 
F* 1,0 0,5 1,0 0,0 
J ȸ  1,2 0,3 0,0 0,0 
γ Tomado de Chen y Chen (1992). ȸ Tomado de Zhang et al. (2011).  
4.2.2.4. Purificación 
Se realizó según lo explicado en la sección 4.2.1.4. para el aislamiento de protoplastos 
a partir de hojas de C. papaya. 
4.2.2.5. Evaluación de los protoplastos aislados 
Se realizó según lo explicado en las secciones 4.2.1.5 y 4.2.1.6 para el aislamiento de 
protoplastos a partir de hojas de C. papaya. 
4.2.2.6. Diseño experimental y análisis estadístico 
Se realizaron tres repeticiones por tratamiento. Debido a que los datos no cumplían con 
una distribución normal, se empleó el análisis no paramétrico de Kruskal-Wallis con un 
alfa de 0,05. Las pruebas estadísticas fueron realizadas con el programa R versión 
1.1.447 (Foundation for Statistical Computing, Viena, Austria. URL: https://www.R-
project.org/). 
4.3. Aislamiento de protoplastos de Vasconcellea sp. 
4.3.1. Material vegetal 
Se utilizaron callos de Vasconcellea sp. provenientes de semilla con cinco años de ser 
mantenidos en el Laboratorio de Biotecnología del Centro para Investigaciones en 
Granos y Semillas (CIGRAS) en medio de cultivo de multiplicación, descrito en la sección 
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4.2.2.1 (Solórzano-Cascante et al., 2018). Adicionalmente, se introdujo semillas 
provenientes del Microbeneficio Passiflora (Santa Cruz, León Cortés, San José) según 
lo descrito en la sección 4.1, para tener más material disponible. Se mantuvo los callos 
en oscuridad a 25°C. Para cada aislamiento de protoplastos se utilizó callos con 14 días 
de haber sido transferidos a medio de cultivo fresco. 
En los primeros cuatro experimentos se utilizaron callos con apariencia friable (Fig. 2a). 
En el experimento cinco se probaron dos tipos de callos, friables (Fig. 2a) y con 
apariencia embriogénica (Fig. 2b), para determinar si esto tiene una influencia en el 
rendimiento de protoplastos.  
 
Figura 2. Callos de Vasconcellea sp. con apariencia friable y b) embriogénica, utilizados 
para el aislamiento de protoplastos. La barra indica 0,5 cm y las flechas posibles 
estructuras embriogénicas.  
 
4.3.2. Preplasmólisis 
Se utilizó el mismo procedimiento descrito en la sección 4.2.2.2. En total, se realizaron 
cinco aislamientos de protoplastos. Las muestras de callo se tomaron al azar, 
seleccionando únicamente el tipo de callo a probar (Fig. 2). Con una pinza, se tomaron 
secciones de callo, hasta alcanzar 1 g de tejido, y se agregaron cuidadosamente en el 
Erlenmeyer, evitando cortar el tejido con la pinza o hacer presión; esto debido a que los 
callos se pueden oxidar fácilmente al ser manipulados, lo cual es contraproducente para 
el aislamiento de los protoplastos. 
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4.3.3. Digestión enzimática 
Se empleó el mismo procedimiento descrito en la sección 4.2.1.3. En el primer 
experimento se probaron tres concentraciones de celulasa RS para determinar cuál de 
estas favoreció en mayor medida el aislamiento de protoplastos. Con respecto al 
segundo ensayo, se hizo la prueba de agregar 0,5% m/v de hemicelulasa (Origen: 
Aspergillus niger, Sigma, Estados Unidos) a la solución enzimática. En los experimentos 
restantes se realizaron pruebas de diferentes concentraciones de hemicelulasa, además 
de 1% m/v de celulasa y 0,5% m/v de macerozima, ya que se observó que esta enzima 
mejora el rendimiento del aislamiento (Cuadro 4).  
Cuadro 4. Composición de las diferentes soluciones enzimáticas utilizadas en los 
experimentos para el aislamiento de protoplastos a partir de callo de Vasconcellea sp. 
Experimento 
Solución 
enzimática 
Concentraciones enzimáticas (% m/v) 
Celulasa Macerozima Hemicelulasa 
1. Concentración de celulasa 
A* 1,0 0,5 0,00 
B* 1,5 0,5 0,00 
C* 2,0 0,5 0,00 
2. Concentración de 
hemicelulasa 0-0,5% m/v 
A* 1,0 0,5 0,00 
D* 1,0 0,5 0,50 
3. Concentración 
hemicelulasa 0,25-1% m/v 
E* 1,0 0,5 0,25 
D* 1,0 0,5 0,50 
F* 1,0 0,5 1,00 
4. Concentración 
hemicelulasa 1-1,5% m/v 
F* 1,0 0,5 1,00 
G* 1,0 0,5 1,25 
H* 1,0 0,5 1,50 
5. Prueba tipo de callo y 
hemicelulasa 
F* 1,0 0,5 1,00 
H* 1,0 0,5 1,50 
* Tomado de Lipka (2010). 
4.3.4. Purificación 
Se realizó según lo explicado en la sección 4.2.1.4 para el aislamiento de protoplastos a 
partir de hojas de C. papaya. 
4.3.5. Evaluación de los protoplastos aislados 
Se realizó según lo explicado en las secciones 4.2.1.5 y 4.2.1.6 para el aislamiento de 
protoplastos a partir de hojas de C. papaya. 
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4.3.6. Diseño experimental y análisis estadístico 
En cada experimento (Cuadro 4) se realizaron tres repeticiones por tratamiento, excepto 
en los experimentos dos y tres, en donde se hicieron seis repeticiones. Como los datos 
obtenidos no cumplían con los supuestos de normalidad, se empleó el análisis no 
paramétrico de Kruskal-Wallis, con un alfa de 0,05, en los experimentos uno, tres y 
cuatro, mientras que en los experimentos dos y cinco se realizó el análisis no paramétrico 
de la U de Mann-Whitney, con un alfa de 0,05. Para determinar las diferencias 
estadísticas se utilizó la prueba de Comparación Múltiple después de Kruskal-Wallis. 
Todos los análisis estadísticos fueron realizados con el programa R versión 1.1.447 
(Foundation for Statistical Computing, Viena, Austria. URL: https://www.R-project.org/). 
4.4. Electrofusión de protoplastos y detección de posibles fusionantes 
entre C. papaya y Vasconcellea sp. 
4.4.1. Electrofusión de protoplastos 
4.4.1.1. Viabilidad de los protoplastos en soluciones de fusión 
Se realizaron dos experimentos con el fin de determinar si las soluciones de fusión 
afectan la viabilidad de los protoplastos. Para ambos experimentos se aislaron 
protoplastos de callo con apariencia embriogénica de C. papaya y friables de 
Vasconcellea sp. utilizando la solución enzimática F (Cuadro 4), siguiendo la 
metodología descrita en la sección 4.2. Una vez finalizado el aislamiento se tomó 100 µL 
de protoplastos y se centrifugó por 2 min a 800 rpm (MiniSpin Plus, Eppendorf, 
Hamburgo, Alemania). Finalizada la centrifugación se eliminó el medio de cultivo y se 
reemplazó por 100 µL de la solución de fusión correspondiente. Transcurridos 10 o 15 
min, según corresponda en el experimento, se evaluó la viabilidad con azul de Evans 
(según la sección 4.2.1.5). Como testigo se utilizaron los protoplastos aislados, 
mantenidos en el medio MSBSOH.  
En el primer experimento se probó el efecto en la viabilidad de los protoplastos al 
exponerlos a 90, 150 o 200 mOsmol/kg de la solución de fusión Eppendorf para células 
eucariotas compuesta por una mezcla de las soluciones hipoosmolar (N° producto: 
940002001) e isoosmolar (N° producto: 940002109) (Anexo 2) por 15 min. La solución 
de fusión Eppendorf para células eucariotas es la recomendada para realizar la 
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electrofusión con el electroporador disponible (Multiporator, Eppendorf, Hamburgo, 
Alemania). 
Con respecto al segundo experimento, se probó el efecto en la viabilidad de los 
protoplastos al exponerlos a soluciones de fusión que han demostrado ser efectivas para 
la electrofusión de otras especies. Se expusieron los protoplastos a las soluciones 
propuestas por Yu et al. (2013), Duquenne et al. (2007), Bates et al. (1983) (Anexo 3); 
además, se incluyó la solución Eppendorf de 90 mOsmol/kg. En este caso, se expuso 
los protoplastos por 10 min a la solución correspondiente. Adicionalmente, se midió la 
conductividad eléctrica de las soluciones (Waterproof Tester, Hanna Instruments, Rhode 
Island, EE. UU), excepto a la solución Eppendorf de 90 mOsmol/kg por el poco volumen 
con el que se contaba.  
Diseño experimental y análisis estadístico 
En ambos experimentos se realizaron tres repeticiones por tratamiento. Debido a que 
los datos no cumplen con una distribución normal, se empleó el análisis no paramétrico 
de Kruskal-Wallis con un alfa de 0,05. Las pruebas estadísticas fueron realizadas con el 
programa R versión 1.1.447 (Foundation for Statistical Computing, Viena, Austria. URL: 
https://www.R-project.org/). 
4.4.1.2. Fusión de protoplastos sin tomar en cuenta el diámetro celular como factor 
Se realizaron dos pruebas para observar el comportamiento de los protoplastos en las 
soluciones de fusión propuestas por Yu et al. (2013), Duquenne et al. (2007) y Bates et 
al. (1983) (Anexo 3). Para ambos experimentos se aislaron protoplastos siguiendo la 
metodología descrita en la sección 4.2. En el primer experimento se aislaron protoplastos 
de hojas de C. papaya y callos de Vasconcellea sp. Con respecto al segundo 
experimento, se aislaron protoplastos de callos de C. papaya con apariencia 
embriogénica y para Vasconcellea sp. friables. Para aislar los protoplastos de hojas se 
utilizó la solución enzimática propuesta por Lipka (2010) y para los callos la solución F 
(Cuadro 3). En ambos experimentos se tomó 100 µL de protoplastos, con la 
concentración ajustada según cada experimento. Para ajustar la concentración de los 
protoplastos se mezcló en un único tubo los protoplastos obtenidos en las tres 
repeticiones realizadas, se centrifugó por 6 min a 800 rpm y luego se diluyó con medio 
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MSBSOH con el volumen requerido para obtener la misma concentración en ambas 
especies.  
Una vez ajustada la concentración de protoplastos, se centrifugó (Minispin, Eppendorf, 
Hamburgo, Alemania) por 6 min a 800 rpm para eliminar el medio de cultivo de la 
muestra. Una vez finalizada la centrifugación se eliminó el sobrenadante y se agregó 
100 µL de la solución de fusión indicada más adelante. La muestra se resuspendió sin 
formar burbujas y se cargó 25 µL en la microcámara de fusión de 200 µm de ancho (Helix 
fusion chamber, Eppendorf, Hamburgo, Alemania). Seguidamente se aplicó el voltaje 
correspondiente. Según el manual básico para la aplicación de la electrofusión 
(Eppendorf, 2007) no se recomienda exponer los protoplastos por más de 15 min a la 
solución de fusión, por lo que no se sobrepasó este período de tiempo.  
En la primera prueba realizada se utilizó únicamente la solución de fusión de Bates et al. 
(1983). Se ajustó la concentración de los protoplastos aislados de hojas de C. papaya y 
callos de Vasconcellea sp. a 1,78x106 protoplastos/mL. Una vez ajustada la 
concentración, en un tubo de 0,2 mL se mezcló 100 µL de protoplastos de cada especie, 
se centrifugó por 6 min a 800 rpm y se eliminó 100 µL del sobrenadante, para mantener 
la concentración inicial de protoplastos de cada especie. La muestra se resuspendió y 
se cargó en la microcámara de fusión, según lo explicado anteriormente. Para alinear 
los protoplastos se aplicó 7 V por 20 s, seguido por cinco choques de 30 V por 30 µs y 
un post-alineamiento de 5 V por 25 s. Se realizó tres repeticiones. 
En la segunda prueba de fusión se utilizaron protoplastos aislados de callos de C. 
papaya y Vasconcellea sp. Además, se probaron las soluciones de fusión propuestas 
por Yu et al. (2013), Duquenne et al. (2007) y Bates et al. (1983). A diferencia de la 
prueba anterior, luego de centrifugar y eliminar el medio de cultivo se realizó un lavado 
con la solución de fusión correspondiente. Para esto se resuspendieron los protoplastos 
en la solución de fusión, se centrifugó por 6 min a 800 rpm, se eliminó el sobrenadante 
y se agregó nuevamente la solución de fusión. Posteriormente se cargó 25 µL de 
muestra en la microcámara de fusión.  Primeramente, se intentó fusionar protoplastos 
de Vasconcellea sp. entre sí a una concentración de 3,6x105 protoplastos/mL, la cual se 
ajustó igual que en el primer experimento. Se aplicó un alineamiento de 5 V por 30 s, 
seguido de dos choques eléctricos por 15 µs con 30 V, y por último 5 V por 30 s, según 
los parámetros recomendados por el fabricante del electrofusionador. Por otra parte, se 
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probó fusionar protoplastos de C. papaya con Vasconcellea sp., mezclados según lo 
descrito anteriormente. Para esto se usó una concentración de 2,6x105 protoplastos/mL. 
Se mantuvieron las mismas condiciones eléctricas de fusión. El experimento se realizó 
por triplicado.  
4.4.1.3. Fusión de protoplastos tomando en cuenta el diámetro celular 
Cálculo del diámetro de los protoplastos y voltaje requerido para la electrofusión 
Para el cálculo del diámetro de los protoplastos y el voltaje requerido para realizar la 
electrofusión se siguió el protocolo publicado en el manual básico para la aplicación de 
la electrofusión (Eppendorf, 2007) del electroporador que se utilizó para realizar las 
pruebas. Se utilizaron protoplastos aislados de callo de C. papaya y Vasconcellea sp. 
utilizando la solución enzimática F (Cuadro 4), siguiendo la metodología descrita en la 
sección 4.2. 
Para calcular el diámetro, se expuso los protoplastos por 10 min a las soluciones de 
fusión de Yu et al. (2013) y Bates et al. (1983) (Anexo 3). Además, se midió el diámetro 
celular de los protoplastos en medio MSBSOH como medida inicial. Transcurrido este 
período de tiempo se midió el diámetro celular con el software cellSens Standard (versión 
2.3) de la cámara fotográfica DP74 (Olympus, Tokio, Japón) acoplada al microscopio 
invertido Axio Vert.A1 (Zeiss, Oberkochen, Alemania). Por cada tratamiento se midió 
20 protoplastos. 
Para calcular el voltaje requerido para la fusión se determinó primeramente la intensidad 
crítica de campo eléctrico (Ec) con la siguiente fórmula: 
 
En donde Ec es la intensidad de campo crítica (V/cm), Vc es el voltaje de permeación 
(1 V a 22°C) y d es el diámetro del protoplasto (cm), el cual ya fue previamente calculado 
para cada especie. El resultado obtenido se multiplicó por dos para garantizar que dos 
o tres células se fusionen. Seguidamente, con el valor calculado de Ec, se determinó el 
voltaje requerido para la fusión, para esto se usó la relación indicada en el manual, en 
donde se indica que se deben utilizar 27 V para 1334 V/cm si se utiliza una cámara de 
fusión de 200 µm. 
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Experimento de electrofusión de protoplastos 
Para realizar las pruebas de fusión se aislaron protoplastos de callos de C. papaya y 
Vasconcellea sp. con la solución enzimática F (Cuadro 4), siguiendo la metodología 
descrita en la sección 4.2. Primeramente, se mezclaron partes iguales de protoplastos 
de C. papaya a una concentración de 8,05x105 ± 1,56x105 protoplastos·mL-1 con 
Vasconcellea sp. a una concentración de 8,60x105 ± 1,86x105 protoplastos·mL-1. La 
concentración fue ajustada según lo descrito al inicio de esta sección. 
De la mezcla de protoplastos se tomó 25 µL y se centrifugó (Minispin, Eppendorf, 
Alemania) por 3 min a 800 rpm. El sobrenadante fue eliminado y se reemplazó con 25 µL 
de la solución de fusión de Yu et al. (2013) o Bates et al. (1983). La muestra de 25 µL se 
colocó en la microcámara de fusión de 200 µm de ancho (Helix fusion chamber) y se 
procedió a realizar las pruebas de fusión. Para esto se probó el voltaje de fusión 
calculado para cada especie y un voltaje promedio.  
Por cada uno de los voltajes calculados se modificó la duración y número de pulsos de 
fusión. En total se hicieron tres pruebas de fusión por cada uno de los voltajes. En la 
primera prueba se aplicaron tres pulsos por 30 µs, en la segunda prueba dos pulsos por 
30 µs y en la tercera prueba tres pulsos por 25 µs. Para el alineamiento y post-
alineamiento de los protoplastos se aplicó 5 V por 30 s, según lo recomendado en el 
manual básico para la aplicación de la electrofusión (Eppendorf, 2007). Cabe destacar 
que la muestra se mantuvo menos de 10 min en la solución de fusión para evitar que 
ocurriera una pérdida de viabilidad de los protoplastos. El proceso de la fusión fue 
grabado y posteriormente fotografiado con el software cellSens de la cámara fotográfica 
DP74 (Olympus) acoplada al microscopio invertido Axio Vert.A1 (Zeiss). Adicionalmente, 
se determinó visualmente si en la muestra se formaron cadenas con protoplastos de 
tamaño similar o con protoplastos de mayor y menor tamaño intercalados. Por último, se 
visualizó si, luego del proceso de electrofusión, los protoplastos se mantenían unidos 
entre sí con protoplastos de tamaño similar (Fig. 3a), diferente tamaño (Fig. 3b) o estaban 
fusionados (Fig. 3c). Se contabilizó como protoplastos fusionados a aquellos en los que 
se vio una invaginación entre sus membranas. 
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Figura 3. Protoplastos unidos luego de realizar el proceso de electrofusión de tamaño 
a) similar, b) diferente tamaño, y c) fusionados. La flecha indica punto de invaginación 
entre los protoplastos 
Diseño del experimento y análisis estadístico 
Se midió el diámetro (µm) de 20 protoplastos por especie para cada una de las 
soluciones de fusión y testigo. Posteriormente se realizó el análisis estadístico no 
paramétrico de la U de Mann-Whitney, con un alfa de 0,05 para determinar si había 
diferencias significativas en el tamaño de los protoplastos de cada especie en las 
distintas soluciones. Adicionalmente, se realizó la prueba de Kruskal-Wallis, con un alfa 
de 0,05 y la prueba de Tukey, con un alfa de 0,05, para determinar si el tamaño de los 
protoplastos de C. papaya y Vasconcellea sp., se modificó de acuerdo con la solución 
en la que se encontraban. Todos los análisis estadísticos fueron realizados con el 
programa R versión 1.1.447 (Foundation for Statistical Computing, Viena, Austria. URL: 
https://www.R-project.org/). 
4.4.2 Detección molecular de posibles fusionantes mediante PCR-RFLP   
4.4.2.1. Aislamiento de ADN 
Para extraer el ADN se utilizó el protocolo publicado por Araya-Valverde et al. (2019), al 
que se le modificó la cantidad de tejido inicial y el método de maceración del tejido. Esta 
metodología está basada en el protocolo de bromuro de etil trimetilamonio (CTAB, por 
sus siglas en inglés) (Doyle y Doyle, 1990). El ADN fue extraído por triplicado de callos 
de C. papaya híbrido Pococí y Vasconcellea sp. Previo a la extracción de ADN los callos 
fueron congelados por 1 h a -20°C y luego liofilizados (Christ Alpha 1-2/LD, Martin Christ 
GmbH, Osterode am Harz, Alemania).  
En un tubo de 2 mL se agregó 100 mg de tejido liofilizado y un balín de acero inoxidable 
de 5 mm de diámetro para macerarlo en el molino mecánico (MM 400, Retsch, Haan, 
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Alemania) durante un minuto a 26 Hz. Seguidamente, se agregó a cada muestra 750 µL 
del buffer de extracción compuesto por 20 mM de ácido etilendiaminotetraacético (EDTA) 
(pH 8,0); 100 mM de Tris (pH 8,0); 2% de polivinilpirrolidona (PVP), 2% m/v de CTAB; 
1,4 M de NaCl y 0,2% v/v de β-mercaptoetanol. A continuación, se incubaron las 
muestras por 20 min a 65°C. Finalizada la incubación, se agregó 750 µL de la solución 
cloroformo:octanol (24:1) y se mezcló invirtiendo los tubos 100 veces . Seguidamente se 
centrifugó las muestras por 5 min a 13 000 rpm (Centrífuga 5415 R, Eppendorf, 
Hamburgo, Alemania). En un nuevo tubo de 1,5 mL se agregó 300 µL del sobrenadante 
y 300 µL de isopropanol frío, y se incubó 5 min a temperatura ambiente. Luego, se 
centrifugó las muestras por 5 min a 13 000 rpm y se descartó el isopropanol. El ADN 
precipitado se lavó con 500 µL de etanol al 70% v/v frío y se centrifugó por 2 min a 
13 000 rpm. El precipitado de ADN obtenido se mantuvo a 37°C hasta que se secó. 
Finalmente, se rehidrataron las muestras con 50 µL de agua ultra pura y se determinó la 
concentración y pureza del ADN con el nanofotómetro (NanoPhotometer Pearl, Implen 
GmbH, Múnich, Alemania). 
4.4.2.2. Amplificación mediante PCR de regiones ribosomales y citoplasmáticas. 
Debido a que el proceso de electrofusión es aleatorio, se amplificaron marcadores 
moleculares ribosomales y citoplasmáticos, para determinar si estos permiten identificar 
posibles fusionantes interespecíficos. Algunos de estos marcadores han sido utilizados 
previamente en estudios filogenéticos y evolutivos de la familia Caricaceae 
(van Droogenbroeck et al, 2004; Kyndt et al., 2005). Se probaron las combinaciones de 
imprimadores de secuencias del ADN ribosomal nuclear ITS1-ITS4, 1406F-ITS2, ITS1-
ITS2, ITS3-ITS4, además de los imprimadores citoplasmáticos del cloroplasto trnL-trnF 
y trnK1-trnK2 (Cuadro 5).  
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Cuadro 5. Secuencias de los imprimadores utilizados para la amplificación de 
fragmentos de ADN de C. papaya y Vasconcellea sp. mediante PCR de tiempo final. 
Gen  Secuencia (5'-3') Referencia 
ITS1 TCCGTAGGTGAACCTGCGG White et al. (1990) 
ITS2 GCTGCGTTCTTCATCGATAC Soltis y Kuzoff (1995) 
ITS3 GCATCGATGAAGAACGCAGC Soltis y Kuzoff (1995) 
ITS4 TCCTCCGCTTATTGATATGC White et al. (1990) 
trnL GGTTCAAGTCCCTCTATCCC Taberlet et al. (1991) 
trnF ATTTGAACTGGTGACACGAG Taberlet et al. (1991) 
trnK1 GGGTTGCCCGGACTCGAAC van Droogenbroeck et al. (2004) 
trnK2 CAACGGTAGAGTACTCGGCTTTTA van Droogenbroeck et al. (2004) 
Cada reacción de PCR se llevó a cabo con un volumen de 25 µL conteniendo una 
concentración final de 1X de Dream Taq Buffer 10X (Thermo Fisher Scientific Inc.), 
0,15 mM de dinucleótidos (dNTP's), 0,19 µM del cebador directo y reverso, 0,02 U/µL de 
la polimerasa Dream Taq (Thermo Fisher Scientific Inc.), 50-100 ng aproximadamente 
de ADN genómico y agua ultrapura libre de nucleasas. La amplificación se llevó en el 
termociclador de tiempo final Mastercycler Nexus Gradient (Eppendorf, Hamburgo, 
Alemania) con ciclos térmicos específicos para cada par de cebadores (Cuadro 6).  
Cuadro 6. Ciclos térmicos para las reacciones de PCR con los imprimadores 
ribosomales (ITS1-ITS4, 1406F-ITS2, ITS1-ITS2 y ITS3-ITS4) y citoplasmáticos (trnL-
trnF y trnK1-K2). 
       Fases PCR 
  Ribosomales Citoplasmáticos 
T Temp (°C) Ciclos T Temp (°C) Ciclos 
Desnaturalización inicial 90 s 95 1 5 min 94 1 
Desnaturalización  50 s 95 
30 
1 min  94 34 
Alineamiento 70 s 55 1 min  60 34 
Elongación  90 s 72 2 min  72 34 
Elongación final  10 min 72 1 10 min 72 1 
T: tiempo, Temp: temperatura 
4.4.2.3. Electroforesis de los productos de PCR 
Los productos de PCR obtenidos fueron visualizados en un gel de agarosa (TopVision 
Agarose, Thermo Fisher Scientific Inc., Waltham, MA, USA) al 1,5% m/v preparado con 
buffer TBE 0,5 M, pH 8. En el gel se cargó 5 µL del producto de PCR y 2 µL de buffer de 
carga. El buffer de carga estuvo compuesto por 98,5 µL de Loading Dye 6X (Thermo 
Fisher Scientific Inc.) y 1,5 µL de GelRed™ (Biotium Inc., Hayward, Ca). Se empleó el 
marcador de peso molecular GeneRuler 1kb DNA Ladder (Thermo Fisher Scientific Inc.). 
La electroforesis se corrió en un campo eléctrico de 90 V por 1,5 h. Finalizado este 
30 
 
 
 
periodo de tiempo, se visualizó el resultado en el fotodocumentador de luz UV (Gel Solo, 
Analytik Jena, Florida, Estados Unidos).  
4.4.2.4. Búsqueda de polimorfismos de longitud de fragmentos de restricción mediante 
PCR-RFLP 
Los productos de PCR obtenidos fueron digeridos con las enzimas de restricción HindIII 
(H), DraI (D), EcoRI (E), RsaI (R), HindIII combinada con DraI (HD), HindIII combinada 
con RsaI (HR), y HindIII combinada con DraI y RsaI (HDR). La enzima RsaI fue 
seleccionada debido a que es isoesquizómero de la enzima AfaI, con la cual se encontró 
polimorfismos entre C. papaya y Vasconcellea sp. (van Droogenbroeck et al., 2004). Las 
enzimas restantes fueron utilizadas debido a que estaban disponibles en el laboratorio. 
La digestión fue realizada según las instrucciones provistas por el fabricante, Thermo 
Scientific, para cada una de enzimas. Finalizado el proceso de digestión se visualizaron 
los resultados mediante electroforesis, siguiendo la metodología descrita en la sección 
4.4.2.3. 
4.4.2.5. Identificación molecular de la especie de Vasconcellea sp. 
Se envió a secuenciar, mediante secuenciación de Sanger, los productos de PCR 
obtenidos al amplificar la región cloroplástica trnL-trnF y la región ribosomal ITS3-307R 
a Macrogen Inc. en Corea. Dichos productos fueron previamente purificados con el kit 
GeneJet Gel Extracion (Thermo Fisher Scientific Inc.), siguiendo las instrucciones del 
fabricante. Una vez obtenidas las secuencias, se editó y alineó las secuencias directas 
y reversas para cada par de cebadores con el programa bioinformático BioEdit Sequence 
Aligment Editor (versión 7.6.2). Para reconocer la identidad taxonómica preliminar, las 
secuencias fueron sometidas en el algoritmo en línea BLASTn (Altschul et al. 1990), 
mediante parámetros por defecto (NCBI, Betehesda, http://www.ncbi.nlm.nih.gov/blast).  
Posteriormente, se realizó un alineamiento múltiple de secuencias utilizando el programa 
MAFFT v7.308 (Katoh y Standley, 2013) aplicando el método iterativo de refinamiento 
G-INS-i (1PAM/k= 2), seguido de una selección de bloques conservados mediante 
parámetros menos estrictos empleando el programa Gblocks (Castresana, 2000). Las 
matrices de bloques obtenidos de las secuencias ITS3-307R (354 posiciones 
informativas) y trnL-trnF (427 posiciones informativas) se evaluaron para obtener el 
modelo de mejor ajuste de acuerdo a un modelo bayesiano (BIC) mediante el programa 
ModelFinder (Kalyaanamoorthy et al., 2017) arrojando que el mejor modelo para ITS3-
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307R fue el K3Pu+F+G4 y para trnL-trnF fue TPM2+F. Seguidamente, se utilizó la 
plataforma en línea IQ-TREE (http://iqtree.cibiv.univie.ac.at) (Nguyen et al., 2015, 
Trifinopoulos et al., 2016) para inferir topologías de posicionamiento filogenético por 
máxima verosimilitud empleando un algoritmo estocástico. Los parámetros empleados 
para la inferencia filogenética fueron el uso de heterogeneidad de tasa libre, cálculo de 
soporte de los nodos derivado del método bootstrap UFboot de 5000 permutaciones 
(Minh et al., 2013), con un máximo de 5000 iteraciones y un test de rama única (SH-
aLRT) con 5000 réplicas. Finalmente, los árboles obtenidos se visualizaron y editaron 
con el programa FigTree v1.4. 
Adicionalmente, se complementó la identificación molecular con una identificación 
morfológica, en donde se compararon fotografías de la planta y frutos utilizados para 
extraer las semillas que se usaron para inducir los callos con las características 
morfológicas de las hojas y frutos descritas por Badillo (1971). 
4.5. Cultivo y regeneración de protoplastos  
4.5.1. Regeneración de la pared celular de los protoplastos 
Para darle seguimiento al proceso de regeneración de la pared celular se aislaron 
protoplastos de callos de C. papaya y Vasconcellea sp. siguiendo la metodología descrita 
en la sección 4.2. Para el aislamiento se utilizó la solución enzimática F (Cuadro 4) y el 
medio de cultivo MSBSOH (Anexo 1). Para ambas especies se cultivaron los 
protoplastos con una concentración no menor a 1,0x105 protoplastos·mL-1. Una vez 
ajustada la concentración, se transfirió las muestras a tubos de 1,5 mL estériles y se 
centrifugó (Minispin, Eppendorf) por 6 min a 800 rpm. Seguidamente, se removió el 
medio de cultivo utilizado en el aislamiento y se reemplazó con el mismo volumen del 
medio de cultivo correspondiente a cada tratamiento. 
La curva de regeneración de la pared celular se realizó utilizando los siguientes medios 
de cultivo como tratamientos: MSBSOH suplementado con 10,7 µM de ácido 
naftalenacético (ANA) y 2 µM de 6-bencilaminopurina (BAP) (MSBS+ANA+BAP) (Lipka, 
2010), MSBSOH suplementado con 2,3 µM de 2,4-D (MSBS+ANA+BAP+2,4-D) (Fitch, 
1993), MSBSOH solo con 2,3 µM de 2,4-D (MSBS+2,4-D) y medio KM8P-S (Kao y 
Michayluk, 1975) modificado por Chen y Chen (1992). Para realizar el cultivó se coloco 
100 µL de protoplastos con el medio de cultivo respectivo en una placa de Petri plástica 
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de 60 x 15 mm estéril. Las muestras se colocaron sobre placas de Petri de vidrio dentro 
de una caja plástica con servilletas húmedas. Las placas de Petri de vidrio se colocaron 
para que las muestras no estuvieran en contacto directo con la servilleta húmeda. La 
caja se mantuvo en la oscuridad. Para evaluar la regeneración de la pared celular se 
realizó la prueba de blanco de calcoflúor descrita en la sección 4.2.1.6. a todas las 
muestras al finalizar el aislamiento de los protoplastos y luego cada 24 h. 
4.5.1.1. Diseño experimental y análisis estadístico 
Por cada tratamiento se realizaron 12 repeticiones. Cada 24 h se tomaron dos 
repeticiones por tratamiento para realizar la prueba de blanco de calcoflúor hasta 
alcanzar las 144 h transcurridas después de haber realizado la primera evaluación. En 
total se realzaron seis evaluaciones a través del tiempo, más la evaluación inicial. Con 
los datos obtenidos a las 144 h se realizó un análisis estadístico para determinar si 
existían diferencias entre los medios de cultivo probados. Debido a que los datos no 
cumplían con la distribución normal se aplicó el análisis no paramétrico de Kruskal-Wallis 
con un alfa de 0,05. Las pruebas estadísticas fueron realizadas con el programa R 
versión 1.1.447 (Foundation for Statistical Computing, Viena, Austria. URL: 
https://www.R-project.org/). 
4.5.2. Reducción del contenido de manitol en el cultivo de protoplastos 
Para determinar el efecto que genera la reducción del contenido de manitol en el cultivo 
de los protoplastos, se aislaron protoplastos de callos de C. papaya y Vasconcellea sp. 
siguiendo la metodología descrita en la sección 4.2. Para el aislamiento se utilizó la 
solución enzimática F (Cuadro 3) y el medio de cultivo MSBSOH (Anexo 1). 
Seguidamente, se reemplazó el medio MSBSOH por KM8P-S (Chen y Chen, 1992) y se 
cultivó las muestras en placas Petri según lo descrito en la sección 4.5.1. 
Luego de 72 h de cultivo se redujo el contenido de manitol en 50 (0,686 mM), 25 
(1,029 mM) o 0% (1,372 mM). Para esto se agregó medio KM8P-S sin manitol en los 
tratamientos con reducción de 50 y 25%, mientras que en el tratamiento con reducción 
de 0% se agregó medio KM8P-S con manitol. El volumen final de cada tratamiento pasó 
a ser de 200 µL. Luego de un mes y medio se fotografiaron los cultivos, en la zona con 
mayor densidad celular, con la cámara fotográfica DP74 (Olympus) acoplada al 
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microscopio invertido Axio Vert.A1 (Zeiss). Se analizaron las fotografías obtenidas con 
el programa ImageJ (1.48 V) para determinar el área ocupada por las microcolonias. 
4.5.2.1. Diseño experimental y análisis estadístico 
Por cada tratamiento se realizaron cinco repeticiones por especie. Debido a que los 
datos del área no eran normales se realizó la prueba estadística de Kruskal-Wallis con 
un alfa de 0,05. La prueba fue realizada con el programa R versión 1.1.447 (Foundation 
for Statistical Computing, Viena, Austria. URL: https://www.R-project.org/). 
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5. Resultados 
5.1. Germinación de semillas de C. papaya in vitro 
En relación con la primera introducción de semillas para la obtención de plantas in vitro 
de C. papaya var. Pococí, solamente en seis de las 70 semillas se obtuvieron plantas 
luego de 45 días de haber iniciado el experimento. 
Por otra parte, con la segunda introducción de semillas se encontró que, de los sustratos 
evaluados, la mezcla turba:perlita (T:P), el papel de germinación (P) y el agar-agua (AA) 
presentaron porcentajes de germinación significativamente mayores al medio de cultivo 
MS (MS) (p=0.0006), que presentó el menor porcentaje de germinación (Fig. 4a). Cabe 
destacar que las plantas cultivadas sobre papel de germinación (P), al carecer de un 
soporte sólido, presentaron crecimiento desordenado, por lo que es preferible optar por 
la mezcla turba:perlita (T:P) o el agar-agua (AA) (Fig. 5 y Fig. 6). 
Adicionalmente, se encontró que la aplicación del choque térmico de 35°C en las 
semillas germinadas en la mezclaturba:perlita (T:P) y agar-agua (AA) permitió obtener 
los porcentajes de germinación más altos, siendo estos de 96 y 89% (p=0,7733), 
respectivamente. En ausencia del choque térmico, el porcentaje de germinación fue 
significativamente menor con 4,81% en agar-agua, 4,81% en MS y 21,86% en la mezcla 
de turba:perlita (Fig. 4b). 
La aplicación de 500 ppm de AG3 por dos horas en las semillas no generó un incremento 
ni reducción en la germinación al utilizar agar-agua (AA) (p=0,9738), MS (p=0,2343), 
papel de germinación (P) (p=0,9255) o turba:perlita (T:P) (p=1,0000) (Fig. 4c). Al igual 
que con el AG3, el arilo no fue un factor determinante para la germinación de las semillas 
cultivadas en agar-agua (AA) (p=0,9999), MS (p=0,0986) y turba:perlita (T:P) (p=0,6958). 
Sin embargo, al utilizar en papel de germinación (P) se encontró que las semillas sin arilo 
presentaron una germinación de 77,78% que fue significativamente mayor con respecto 
a las semillas en las que no se removió esta estructura, ya que su germinación fue de 
51,39% (p=0,0247) (Fig. 4d). 
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Figura 4. Germinación de semillas de C. papaya en a) diferentes sustratos, b) al 
aplicarles un choque térmico de 35°C luego de cinco días de haber iniciado el 
experimento, c) al aplicarles 500 ppm de AG3 por dos horas y d) al removerle o no el 
arilo, luego de 30 días de haber iniciado el experimento.   
AA: agar-agua, P: papel, MS: medio de cultivo MS, T:P: turba:perlita (1:1). Las letras 
indican las diferencias significativas entre los tratamientos, la prueba de Chi-cuadrado 
con un 95% de confianza, n = 24. Las barras indican el error estándar.  
Globalmente, los mejores tratamientos resultaron ser las semillas sin arilo tratadas con 
AG3 y las tratadas con choque térmico cultivadas en agar-agua, papel de germinación y 
sustrato; además de las semillas con arilo y sin arilo a las que se les aplicó choque 
térmico y se cultivaron en sustrato. El menor porcentaje de plantas se obtuvo en los 
tratamientos de agar-agua y medio MS sin haber aplicado el choque térmico, en ninguno 
de los seis casos (Cuadro 7, Fig. 5 y Fig. 6). 
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Figura 5. Plántulas de C. papaya obtenidas de semillas con arilo cultivadas en agar-
agua, papel de germinación, medio MS y turba:perlita a) sin tratar (testigo), b) tratadas 
con AG3, c) tratadas con un choque térmico de 35°C y d) tratadas con choque térmico y 
AG3, luego de 30 días de haber sido sembradas. 
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Figura 6. Plántulas de C. papaya obtenidas de semillas sin arilo cultivadas en agar-agua, 
papel de germinación, medio MS y turba:perlita a) sin tratar (testigo), b) tratadas con 
AG3, c) tratadas con un choque térmico de 35°C y d) tratadas con choque térmico y AG3, 
luego de 30 días de haber sido sembradas. 
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Cuadro 7. Plantas obtenidas (%) al germinar semillas con arilo (CA) y sin arilo (SA) de 
C. papaya en agar-agua (AA), papel de germinación (P), turba:perlita (T:P) o medio MS 
(MS), tratadas con AG3 (AG3) y/o un choque térmico de 35°C (35) luego de treinta días 
haber iniciado el cultivo. 
Tratamiento Arilo Plantas (%) Error estándar Significancia 
AA  CA 0 0 h 
AA  SA 0 0 h 
AA + 35 CA 73,33  26,67 abc 
AA + 35 SA 88,89 5,56 abc 
AA + AG3 CA 5,56 5,56 gh 
AA + AG3 SA 0 0 h 
AA + AG3 + 35 CA 94,44 5,56 ab 
AA + AG3 + 35 SA 100 0 a 
MS  CA 0 0 h 
MS  SA 5,56 5,56 gh 
MS + 35 CA 8,33 8,33 fgh 
MS + 35 SA 16,67 9,62 efgh 
MS + AG3 CA 0 0 h 
MS + AG3 SA 0 0 h 
MS + AG3 + 35 CA 5,56 5,56 gh 
MS + AG3 + 35 SA 61,11 22,22 abcdef 
P  CA 38,89 11,11 bcdefg 
P  SA 50,00 25,46 abcdef 
P + 35 CA 33,33 9,62 cdefg 
P + 35 SA 66,67 33,33 abcde 
P + AG3 CA 27,78 14,70 defgh 
P + AG3 SA 77,78 14,70  abcd 
P + AG3 + 35 CA 44,44 24,22 cdefg 
P + AG3+ 35 SA 100 0 a 
S  CA 5,56 5,56 gh 
S  SA 27,78 14,70 defgh 
S + 35 CA 100 0 a 
S + 35 SA 100 0 a 
S + AG3 CA 11,11 5,56 fgh 
S + AG3 SA 27,78 20,03 efgh 
S + AG3 + 35 CA 83,33 9,62 abc 
S + AG3 + 35 SA 100 0 a 
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5.2. Aislamiento de protoplastos de C. papaya 
5.2.1. Aislamiento de protoplastos a partir de hojas 
En el primer experimento realizado se probó si el corte de las hojas in vitro de C. papaya 
en forma de peine provoca algún efecto en el aislamiento de protoplastos. Sin embargo, 
realizar los cortes en las hojas no generó un cambio en el número de protoplastos·g-1 
aislados (p=0,5127), ni en su viabilidad (p=0,1266) (Cuadro 8), si se compara con 
respecto a las hojas a las que únicamente se les removió la epidermis del envés. La 
prueba de CFW permitió determinar que el tratamiento con hojas sin cortar, en las que 
se había removido la epidermis del envés, presentó un mayor número de protoplastos 
sin fluorescer, que indica la ausencia de restos de pared celular, con respecto al 
tratamiento con hojas cortadas en peine (p=0,0463) (Cuadro 8). Por lo tanto, se continuó 
trabajando con hojas con la lámina entera a las que únicamente se les removió la 
epidermis del envés. 
Cuadro 8. Rendimiento en protoplastos·g-1, viabilidad y protoplastos no fluorescentes al 
ser teñidos con CFW aislados a partir de hojas in vitro de C. papaya. 
Experimento Tratamiento Protoplastos·g-1 * 
Viabilidad (%) 
* 
Protoplastos 
no fluores-
centes (%) * 
1. Corte en 
las hojas en 
peineǂ 
Sin corte 3,40x105 ± 7,11x104 a 75,76 ± 6,86 a 46,65 ± 8,56 a 
Con corte 2,75x105 ± 4,21x104 a 64,69 ± 4,91 a 9,52 ± 9,53 b 
2. Soluciones 
enzimáticas 
usadas para 
C. papaya ǂ 
Solución A 2,44x106 ± 8,41x105 a 76,87 ± 14,06 a 84,40 ± 3,99 a 
Solución C 3,46x106 ± 1,66x106 a 80,70 ± 4,98 a 78,25 ± 5,89 a 
Solución D 2,36x106 ± 9,65x105 a 65,26 ± 11,16 a 80,07 ± 3,60 a 
3. Adición de 
driselasa a la 
solución A ȸ 
Solución A 4,73x106 ± 1,34x106 a 80,17 ± 14,06 a 86,22 ± 1,19 a 
Solución E 2,92x106 ± 1,66x106 a 90,30 ± 4,98 a 71,12 ± 7,16 a 
*valor promedio ± error estándar. No se encontró diferencias signif icativas entre las variables  
evaluadas en cada tratamiento, excepto para la tinción con CFW en el experimento 1. ǂ n = 3. ȸ 
n = 4. Tratamientos con letras iguales para una misma columna indican que no hubo diferencias 
signif icativas. 
En el experimento dos se probaron tres soluciones enzimáticas utilizadas por diferentes 
autores para el aislamiento de protoplastos de Carica, con el fin de determinar si estas 
incrementan la viabilidad con respecto a los resultados obtenidos en el experimento uno. 
Sin embargo, no se logró determinar diferencias significativas entre soluciones en cuanto 
al número de protoplastos·g-1 aislados (p=0,9565), la viabilidad (p=0,3932), ni con la 
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prueba de CFW (p=0,5866) (Cuadro 8). De igual manera, en el experimento tres, la 
adición de driselasa a la solución enzimática A no generó un cambio significativo en el 
número de protoplastos·g-1 aislados (p=0,4857), en la viabilidad (p=0,0571), ni en la 
prueba de CFW (p=0,3429) (Cuadro 8). 
Al no haber encontrado diferencias significativas en los experimentos realizados se 
decidió utilizar la solución enzimática A, propuesta por Lipka (2010), para experimentos 
posteriores. Lo anterior se debe a que esta solución es la que contiene la menor 
concentración y número de enzimas, por lo que el costo de elaboración es menor.  
No se continuó realizando aislamientos de protoplastos a partir de hojas debido a las 
dificultades presentadas con el mantenimiento de las plantas. Luego de cortar las hojas 
necesarias para realizar el aislamiento, las plantas no lograban formar nuevas hojas. Por 
lo tanto, cada aislamiento requería realizar una nueva introducción de semillas, que 
tardaban cerca de 40 días para obtener plántulas de un tamaño adecuado para cortar 
las hojas. Por esta razón, se decidió cambiar de tejido inicial, de hojas a callos.  
5.2.2. Aislamiento de protoplastos a partir de callo 
Se probó aislar los protoplastos de callo de C. papaya con las soluciones enzimáticas C 
(Chen y Chen, 1992), J (Zhang et al., 2011) y F (Cuadro 3). Las diferentes combinaciones 
y concentraciones de enzimas probadas no generaron una variación significativa en la 
viabilidad (p=0,1931) ni en el número de protoplastos que no fluorescen al ser teñidos 
con CFW (p=0,8771). La viabilidad se mantuvo entre 64,36 ± 7,33% (solución C) y 84,57 
± 2,71% (solución F). En cuanto a los protoplastos que no fluorescen, el porcentaje se 
mantuvo entre 76,01 ± 1,26% (solución F) y 79,99 ± 4,45% (solución C). La solución 
enzimática F, propuesta para aislar protoplastos de Vasconcellea, permitió obtener un 
rendimiento significativamente mayor con respecto a las otras dos soluciones probadas 
(p=0,0509). Con esta solución se obtuvo una cantidad de 5,22x106 ± 1,28x106 
protoplastos·g-1 (Fig. 7c), seguida por las soluciones J y C con 1,39x106 ± 4,10x105 y 
7,66x105 ± 1,28x106 protoplastos·g-1, respectivamente (Fig. 7 y Fig. 8).  
Globalmente, si se comparan los resultados obtenidos al aislar protoplastos de hojas 
(Cuadro 8) y callos (Fig. 8) los valores fueron similares tanto para la viabilidad como los 
protoplastos·g-1. 
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Figura 7. Protoplastos aislados a partir de callos de C. papaya con las soluciones 
enzimáticas a) C (Chen y Chen, 1992) b) J (Zhang et al., 2011) y c) F (Cuadro 3). La 
barra indica una medida de 50 µm. 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 8. Rendimiento de los protoplastos aislados a partir de callo de C. papaya al 
probar tres soluciones enzimáticas diferentes (Cuadro 3). Las letras indican las 
diferencias significativas entre los tratamientos según la prueba de Kruskal-Wallis con 
un 95% de confianza, n = 3.  
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5.3. Aislamiento de protoplastos a partir de callos de Vasconcellea sp. 
En el primer experimento realizado se probaron tres concentraciones de celulasa RS en 
las soluciones enzimáticas para el aislamiento de protoplastos. Sin embargo, no 
modificaron la viabilidad (p=0,7839) ni el rendimiento en protoplastos·g-1 aislados 
(p=0,5164) (Cuadro 9). Por esta razón, se continuó utilizando 1,0% de celulasa RS en 
los siguientes experimentos, al igual que en C. papaya. 
Cuadro 9. Viabilidad y rendimiento en protoplastos·g-1 de protoplastos aislados a partir 
de callos de Vasconcellea sp. 
Experimento Tratamiento Protoplastos·g-1 * Viabilidad (%) * 
1. Concentración de 
celulasaǂ 
Celulasa 1,0%  8,42x104 ± 1,86x104 a 61,26 ± 53,06 a 
Celulasa 1,5%  2,06x104 ± 5,10x103 a 41,67 ± 38,19 a 
Celulasa 2,0%  1,37x104 ± 5,98x103 a  50,00 ± 50,00 a 
2. Concentración 
hemicelulasa de 0-
0,5% m/v ȸ 
Hemicelulasa 0,0% 1,06x104 ± 5,71x103 a 58,65 ± 21,16 a 
Hemicelulasa 0,5% 5,09x103 ± 3,22x103 a 50,00 ± 45,95 a 
4. Concentración 
hemicelulasa 1-1,5% 
m/vǂ 
Hemicelulasa 1,0% 9,18x105 ± 6,78x105 a  84,94 ± 19,81 a 
Hemicelulasa 1,25% 8,58x105 ± 1,34x106 a  78,09 ± 24,77 a 
Hemicelulasa 1,5% 3,66x106 ± 2,03x106 a 92,62 ±   5,01 a 
* valor promedio ± error estándar. No se encontró diferencias signif icativas entre las variables  
evaluadas en cada experimento . ǂ n = 3. ȸ n = 6. Letras iguales para los tratamientos de una 
misma columna no dif ieren estadísticamente entre sí 
Con el fin de tratar de incrementar el rendimiento de protoplastos, en el experimento dos 
se hizo una prueba adicionando 0,5% m/v de hemicelulasa. Sin embargo, la adición de 
esta enzima no generó un cambio significativo en la viabilidad (p=0,7449) ni en el 
rendimiento de los protoplastos·g-1 (p=0,2273) aislados (Cuadro 9). Al teñir con CFW fue 
posible observar que los protoplastos aislados sin hemicelulasa presentaron una mayor 
fluorescencia (Fig. 9a) en comparación con los protoplastos aislados con esta enzima 
(Fig. 9b), en donde la fluorescencia fue menor o inexistente. Lo anterior indica que la 
hemicelulasa permite que se dé una remoción más efectiva de la pared celular.  
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Figura 9. Protoplastos aislados a partir de callos friables de Vasconcellea sp. utilizando 
una solución enzimática a) sin y b) con 0,5% de hemicelulasa, además de 1% de celulasa 
RS y 0,5% de macerozima R10. Las flechas indican los protoplastos con la pared celular 
digerida total y parcialmente. 
Por el indicio dado por la prueba del blanco de calcoflúor se decidió continuar probando 
diferentes concentraciones de hemicelulasa en los experimentos del tres al cinco. En 
cuanto al experimento tres, se probó adicionar 0,25; 0,50 y 1,00% m/v de hemicelulasa. 
La adición de 1,00% m/v de hemicelulasa permitió obtener 1,59x107 ± 8,72x106 
protoplastos·g-1, siendo este rendimiento significativamente mayor (p=0,0060) con 
respecto a los dos tratamientos restantes (Fig. 10a). En cuanto a la viabilidad, esta fue 
significativamente mayor al agregar 1,00% m/v de hemicelulasa, con respecto al 
tratamiento con 0,25% m/v. Sin embargo, la viabilidad de los protoplastos tratados con 
estos dos tratamientos difirió en comparación con el tratamiento de 0,5% m/v de 
hemicelulasa (p=0,0176) (Fig. 10b). La prueba de CFW reflejó el mismo comportamiento 
que la viabilidad, en donde la adición de 1,00% m/v de hemicelulasa permitió obtener un 
porcentaje significativamente mayor de protoplastos sin fluorescer con respecto al 
tratamiento de 0,25% m/v de hemicelulasa, pero no del tratamiento de 0,5% m/v de esta 
enzima (p=0,0145) (Fig. 10c). 
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Figura 10. Rendimiento de los protoplastos aislados a partir de callos friables de 
Vasconcellea sp. en el experimento tres utilizando diferentes concentraciones de 
hemicelulasa (Cuadro 4). a) número de protoplastos·g-1 aislados, b) viabilidad de los 
protoplastos (%) y c) protoplastos sin fluorecer al ser teñidos con CFW (%). Las letras 
indican las diferencias significativas entre los tratamientos, según la prueba de Kruskal-
Wallis con un 95% de confianza. n = 6. 
Debido a que la adición de 1,00% de hemicelulasa favoreció el aislamiento de 
protoplastos, en el cuarto experimento se decidió probar dos concentraciones más altas 
de esta enzima. Sin embargo, no se logró cuantificar un cambio significativo en el 
rendimiento de protoplastos·g-1 aislados (p=0,0822), en la viabilidad (p=0,7326) (Cuadro 
9), ni con la tinción de blanco de calcoflúor (p=0,3199), ya que esta se mantuvo entre 
73,99 ± 1,90 y 76,99 ± 3,01. Por lo tanto, se decidió seguir trabajando con 1,00% de 
hemicelulasa en la solución enzimática.  
Se contaba en ese momento con dos tipos de callos de Vasconcellea sp., friable y con 
apariencia embriogénica (Fig. 2), por lo que en el experimento cinco se probó cuál de 
estos era más adecuado para realizar el aislamiento de protoplastos, bajo dos 
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condiciones enzimáticas diferentes. Al aislar los protoplastos de callos friables digeridos 
con la solución enzimática F, con 1% de hemicelulasa, se logró obtener un rendimiento 
de 1,71x105 ± 9,49x104 protoplastos·g-1, que fue significativamente mayor con respecto 
al tratamiento de callos con 1,50% m/v de hemicelulasa y callos con apariencia 
embriogénica (p=0,0599) (Fig. 11). En cuanto a la viabilidad, no se determinó un cambio 
significativo entre los tratamientos. Por último, para la prueba de CFW solamente se 
evaluó las muestras aisladas con callos friables, en donde la concentración de 
hemicelulasa tampoco afectó el porcentaje de protoplastos que no fluorescían al estar 
en presencia de esta tinción  (p=0,1063).  
 
 
 
  
 
 
 
Figura 11. Rendimiento de los protoplastos·g-1 obtenidos en el experimento cinco al 
utilizar callo de Vasconcellea sp. con apariencia embriogénica (A) o friable (F) al ser 
digeridos con 1% de celulasa RS, 0,5% de macerozima R10 y 1 ó 1,5% de hemicelulasa. 
Las letras indican las diferencias significativas entre los tratamientos, según la prueba 
de Kruskal-Wallis con un 95% de confianza. n = 3.  
De acuerdo con los resultados obtenidos, para el aislamiento de protoplastos de 
Vasconcellea sp. a partir de callo se decidió continuar utilizando callos friables y la 
solución enzimática compuesta por 1% de celulasa RS, 0,5% de macerozima R10 y 1% 
de hemicelulasa (solución enzimática F). Lo anterior se debe a que utilzando estas 
condiciones se logró obtener entre 9,18x105 ± 6,78x105 y 1,59x107 ± 8,72x106 
protoplastos·g-1 con una viabilidad superior al 84% y con al menos un 76% de 
protoplastos sin brillar al ser teñidos con CFW. 
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5.4. Electrofusión de protoplastos y detección de posibles fusionantes 
mediante polimorfismos entre C. papaya y Vasconcellea sp. 
5.4.1. Electrofusión de protoplastos 
5.4.1.1. Viabilidad de los protoplastos en soluciones de fusión 
Al exponer por 15 min los protoplastos a diferentes osmolalidades de la solución de 
fusión para células eucariotas de Eppendorf se encontró que estas modificaron 
significativamente la viabilidad de los protoplastos de C. papaya (p=0,0070) y 
Vasconcellea sp. (p=0,0106) con respecto al testigo (medio MSBSOH). En caso de 
C. papaya, la solución de 200 mOsmol/kg no redujo la viabilidad con respecto al testigo, 
a diferencia de las dos osmolalidades restantes que sí la redujeron (Fig. 12a). En relación 
con Vasconcellea sp., todas las soluciones probadas redujeron la viabilidad en 
comparación al testigo (Fig. 12b). Debido a que el comportamiento no fue igual en ambas 
especies, estas soluciones no se recomiendan para la fusión, ya que, en un evento de 
fusión, los protoplastos de ambas especies deben estar en buenas condiciones.  
 
 
 
 
 
 
 
Figura 12.  Viabilidad de los protoplastos aislados de a) C. papaya y b) Vasconcellea 
sp. luego de ser expuestos por 15 min a la solución de fusión para células eucariotas de 
Eppendorf en tres osmolalidades diferentes. Las letras indican las diferencias 
significativas entre los tratamientos según la prueba de Kruskal-Wallis con un 95% de 
confianza. n = 3. 
Con respecto al segundo experimento, se probó si exponer los protoplastos por 10 min 
a las soluciones de fusión propuestas por Yu et al. (2013), Duquenne et al. (2007), Bates 
et al. (1983), y la solución de fusión de Eppendorf de 90 mOsmol/kg reducen la viabilidad 
de los protoplastos. Tanto para C. papaya (p=0,0138) (Fig. 13a) como para Vasconcellea 
sp. (p=0,0353) (Fig. 13b) se determinó que hubo una reducción significativa en la 
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viabilidad de los protoplastos en esta última solución con respecto al testigo. Sin 
embargo, las tres soluciones restantes no difirieron de este (Fig. 13). Por lo anterior, se 
estima que es posible utilizar las soluciones de fusión propuestas por Yu et al. (2013), 
Duquenne et al. (2007) y Bates et al. (1983) para la fusión de protoplastos de C. papaya 
y Vasconcellea sp. debido a que estas no afectan la viabilidad. 
 
 
 
 
 
 
  
  
                                    
 
Figura 13. Viabilidad de los protoplastos aislados de a) C. papaya y b) Vasconcellea sp. 
luego de ser expuestos a la solución de fusión de Bates et al. (1983), Yu et al. (2013), 
Duquenne et al. (2007), y la solución de fusión de Eppendorf de 90 mOsmol/kg. Las 
letras indican las diferencias significativas entre los tratamientos según la prueba de 
Kruskal-Wallis con un 95% de confianza. n = 3. 
Al medir la conductividad eléctrica de las soluciones de fusión se determinó que la 
solución que presenta la conductividad más baja es la de Bates et al. (1983) con 0,01 
mS, seguido de la de Yu et al. (2013) con 0,11 mS, mientras que la solución propuesta 
por Duquenne et al. (2007) tiene la conductividad más alta, siendo esta de 1,12 mS. 
5.4.1.2. Fusión de protoplastos sin tomar en cuenta el diámetro celular como factor 
En el primer ensayo de electrofusión se intentó fusionar protoplastos aislados de callos 
de Vasconcellea sp. y de hojas in vitro de C. papaya con la solución de fusión de Bates 
et al. (1983). Los protoplastos de ambas especies se llevaron a una concentración de 
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1,78x106 protoplastos·mL-1. Con las condiciones de electrofusión probadas no fue posible 
observar que los protoplastos de ambas especies se alinearan y formaran cadenas para 
fusionarse; sin embargo, los protoplastos de Vasconcellea sp. tuvieron contactos 
cercanos entre sí. Cabe destacar que visualmente se observó un menor tamaño de los 
protoplastos de hojas in vitro de C. papaya con respecto a los de callos de Vasconcellea 
sp., lo cual podría estar influyendo en la fusión (Fig. 14). 
 
Figura 14. Protoplastos de C. papaya (verdes) y Vasconcellea sp. (translúcidos) luego 
de intentar ser electrofusionados. 
Con respecto al segundo ensayo, se fusionaron entre sí protoplastos de Vasconcellea 
sp. para determinar si las diferentes soluciones de fusión a probar son efectivas al utilizar 
protoplastos con un tamaño similar. Se utilizó una concentración de 3,60x105 
protoplastos·mL-1 y se logró observar la formación de cadenas de protoplastos con las 
tres soluciones de fusión probadas (Fig. 15). Cabe destacar que al utilizar la solución de 
fusión propuesta por Duquenne et al. (2007) los protoplastos migraban lentamente al 
aplicarse los choques eléctricos, mientras que al utilizar la solución de Bates et al. (1983) 
estos se movilizaban a mayor velocidad. Esta diferencia en la velocidad de migración 
podría estar afectando la capacidad de obtener fusionantes, por lo que no se recomienda 
el uso de la solución de Duquenne et al. (2007). Adicionalmente, luego de aplicar los 
choques eléctricos al utilizar las soluciones de fusión de Yu et al. (2013) y Bates et al. 
(1983) se notaron posibles eventos de fusión, ya que se observaba una única célula 
alargada o bien se formaban puntos de contacto entre las células. Sin embargo, no fue 
posible determinar si tenían un punto de contacto o los protoplastos estaban traslapados 
(Fig. 15b). 
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Figura 15. Prueba de electrofusión de protoplastos aislados a partir de Vasconcellea sp. 
con una densidad de 3,6x105 protoplastos·mL-1 a los que se les aplicó dos choques 
eléctricos por 15 µs con 30 V utilizando la solución de fusión propuesta por a) Yu et al. 
(2013) o b) Bates et al. (1983). Las flechas indican la formación de cadenas completas 
de protoplastos y los círculos posibles fusionantes.  
Se intentó fusionar los protoplastos aislados a partir de callos de C. papaya con los de 
Vasconcellea sp. utilizando la solución de Bates et al. (1983). La concentración de 
protoplastos de ambas especies fue ajustada a 2,6x105 protoplastos·mL-1. Con esta 
concentración de protoplastos fue posible observar la formación de cadenas y se 
sospecha de la presencia de fusionantes. Por lo observado anteriormente, se 
recomienda utilizar la solución de Bates et al. (1983) o la de Yu et al. (2013), para la 
fusión de protoplastos de estas dos especies.  
5.4.1.3. Fusión de protoplastos tomando en cuenta el diámetro celular 
Diámetro de los protoplastos y voltaje requerido para la electrofusión 
Al medir el diámetro de los protoplastos se determinó que aquellos aislados de callos de 
Vasconcellea sp. fueron significativamente más grandes con respecto a los de callos de 
C. papaya, tanto en la solución inicial (MSBSOH) como en las soluciones de fusión 
(Cuadro 10). Además, se determinó que, en el caso de Vasconcellea sp., las soluciones 
utilizadas no modificaron el tamaño de los protoplastos (p=0,1308), con respecto al 
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diámetro inicial. En el caso de C. papaya, las soluciones de fusión provocaron un 
incremento significativo en el tamaño de los protoplastos (p=5,82x10-6), siendo los 
protoplastos en la solución de Yu et al. (2013) los de mayor tamaño (Cuadro 10). 
Cuadro 10. Diámetro de los protoplastos de C. papaya y Vasconcellea sp. inicial y luego 
de estar expuestos a dos soluciones de fusión. 
 Diámetro (µm)* 
C. papaya Vasconcellea sp. Valor p 
Diámetro inicial 12,96 ± 0,78 29,65 ± 1,37 1,06x10-7 
Solución de fusión    
Yu et al. (2013) 18,70 ± 0,62 26,28 ± 1,49 2,49 x10-5 
Bates et al. (1983) 16,05 ± 1,07 30,25 ± 1,55 1,17 x10-6 
* valor promedio ± error estándar. n = 20.  
Para realizar la electrofusión de los protoplastos se calculó el voltaje requerido a partir 
del voltaje crítico necesario para abrir poros en las membranas celulares. Con la solución 
de Yu et al. (2013) se requieren 29 V (1426,33 V/cm) para fusionar los protoplastos de 
C. papaya y 21 V (1014,58 V/cm) para Vasconcellea sp. En cuanto a la solución de Bates 
et al. (1983) los voltajes requeridos son de 34 V (1661,11 V/cm) y 18 V (899,32 V/cm) 
para C. papaya y Vasconcellea sp., respectivamente. Adicionalmente, se determinó que 
el voltaje promedio para ambas especies fue de 25 V para la solución de Yu et al. (2013) 
y de 26 V para la solución de Bates et al. (1983). 
Electrofusión de protoplastos 
Al realizar las pruebas de electrofusión con las soluciones propuestas por Yu et al. (2013) 
y Bates et al. (1983) se logró observar la formación de cadenas o collares de perlas de 
protoplastos durante la fase de fusión en todas las condiciones probadas (Fig. 16a y c). 
Además, se observó que, al utilizar la solución de fusión de Yu et al. (2013), hubo un 
mayor daño celular, con respecto a la solución de Bates et al. (1983) (Fig.16 b y d), ya 
que al finalizar la electrofusión los protoplastos explotaban o se rasgaba la membrana 
celular.  Al realizar el proceso con los tres voltajes y las tres condiciones de fusión hubo 
lisis de los protoplastos (Fig. 16b), llegando a casi desaparecer. En el caso de la solución 
de Yu et al. (2013), el daño celular ocurrió en menor medida ya que en tres de las nueve 
condiciones probadas no se observó protoplastos lisados (Fig. 16d). Conforme se 
incrementó el voltaje fue más evidente el daño en protoplastos de mayor tamaño.  
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Figura 16. Electrofusión de protoplastos de C. papaya y Vasconcellea sp. en las 
soluciones de fusión de Yu et al. (2013) (a y b) y Bates et al. (1983) (c y d) durante la 
formación de cadenas (a y c) y después del evento de fusión (b y d). Para la fusión se 
aplicaron 3 pulsos de 29 V para Yu et al. (2013) y 18 V para Bates et al. (1983) durante 
25 µs. La flecha indica protoplastos dañados. 
 
Luego del proceso de electrofusión fue posible observar la presencia de fusionantes en 
una y cuatro de las condiciones probadas con la solución de fusión de Yu et al. (2013) y 
Bates et al. (1983), respectivamente (Cuadro 11). Con las dos soluciones de fusión 
probadas se observó la presencia de fusionantes al utilizar el voltaje intermedio calculado 
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de tres pulsos por 25 µs (Fig. 17a y b). Para ambas soluciones, los protoplastos 
fusionados fueron de tamaño similar. Adicionalmente, con la solución de Bates et al. 
(1983) se obtuvieron fusionantes al aplicar dos pulsos de 26 V por 30 µs y 34 V con tres 
pulsos por 30 µs. Con los 26 V se fusionó protoplastos de tamaño diferente, por lo que 
podría tratarse de un fusionante interespecíf ico (Fig. 17c) y con 34 V el fusionante es de 
tamaño similar (Fig. 17d).  
Cuadro 11. Comportamiento de los protoplastos durante y después de la electrofusión 
de C. papaya y Vasconcellea sp. en dos soluciones de fusión bajo tres condiciones 
distintas y tres voltajes por solución.  
Solución de 
fusión 
Voltaje 
(V) 
Fase de fusión Características de la electrofusión 
Pulsos 
(n) 
Duración 
(µs) 
Tamaño de 
protoplastos 
en las 
cadenas 
Daño 
celular 
Observaciones 
Yu et al. (2013) 
21 
3 30 GP sí  US y UD    
2 30 GP y S sí  US y UD  
3 25 S sí  US y UD  
25 
3 30 S sí  US y UD  
2 30 GP y S sí  US y UD  
3 25 S sí  F, US y UD 
29 
3 30 S sí  US y UD  
2 30 GP y S sí  US y UD  
3 25 S sí  US y UD  
Bates et al. (1983) 
18 
3 30 S no US y UD  
2 30 GP y S no US y UD  
3 25 GP y S sí  US y UD  
26 
3 30 GP no US 
2 30 GP y S sí  F, US y UD 
3 25 S sí  F, US y UD 
34 
3 30 GP y S sí  F, US y UD 
2 30 S sí  US 
3 25 S sí  F y US 
S: cadenas con protoplastos de tamaño similar; GP: cadenas con protoplastos grandes y 
pequeños intercalados; US: protoplastos unidos de tamaño similar; UD: Protoplastos unidos de 
tamaño grande y pequeño; F: fusionantes. 
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Figura 17. Protoplastos fusionados al aplicar a) dos pulsos de 25 V por 25 µs, b) tres 
pulsos de 26 V por 25 µs, c) dos pulsos de 26 V por 30 µs, d) tres pulsos de 34 V por 30 
µs, utilizando la solución de fusión de Yu et al. (2013) (a) y Bates et al. (1983) (b, c, d). 
La flecha indica el punto de fusión de los protoplastos. La barra indica 25 µm. 
Cabe destacar que, en todas las condiciones probadas con ambas soluciones de fusión, 
fue posible observar protoplastos unidos luego del evento de fusión (Cuadro 11); sin 
embargo, estos no llegaron a fusionarse. En algunos casos, estos llegaron a unirse en 
pares de protoplastos con tamaño similar (Fig. 18), de tamaños diferentes (Fig. 18c y d), 
en tríos (Fig. 18d) o en grupos (Fig. 18). 
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Figura 18. Protoplastos de C. papaya y Vasconcellea sp. unidos luego de realizar la 
electrofusión con la solución de fusión de Yu et al. (2013) al aplicar a) dos pulsos de 21 
V por 30 µs, b) tres pulsos de 25 V por 30 µs, y con la solución de Bates et al. (1983) al 
aplicar c) tres y d) dos pulsos de 18 V por 30 µs. La barra negra indica 50 µm y la verde 
100 µm.   
 
5.4.2. Detección molecular de posibles fusionantes mediante PCR-RFLP   
Se logró amplificar con éxito las regiones del ADN ribosomal ITS1-ITS4, 1406F-ITS2, 
ITS1-ITS2 e ITS3-ITS4, y las regiones del ADN cloroplástico trnL-trnF y trnK1-K2. Luego 
de digerir los productos de PCR con las ocho posibles combinaciones de enzimas de 
restricción disponibles se determinó que solamente las regiones ITS1-ITS4 y trnK1-trnK2 
permitirían identificar los posibles fusionantes de C. papaya y Vasconcellea sp. En 
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cuanto a la región ITS1-ITS4 (Fig. 19a), la enzima RsaI generó un corte diferencial entre 
ambas especies. En el caso de Vasconcellea, fue posible observar dos bandas de ADN, 
mientras que para C. papaya solamente se observa una ligera disminución en el tamaño 
del fragmento de ADN con respecto al fragmento sin digerir. Esto se debió a que el sitio 
de corte era cercano a alguno de los extremos del fragmento de ADN, por lo que la 
resolución de la electroforesis no permitió visualizarlo. Al combinar la enzima RsaI con 
la enzima de restricción DraI o bien con las enzimas HindIII y DraI se observó el mismo 
patrón de corte, lo que indica que estas combinaciones de enzimas no revelan los 
posibles polimorfismos entre C. papaya y Vasconcellea sp. 
En cuanto al fragmento trnK1-K2, este permitió una diferenciación más clara de ambas 
especies, ya que hubo presencia de bandas específicas para una especie y la otra 
(Fig. 19b). En el caso de la enzima de restricción RsaI, esta generó una banda diferencial 
para cada una de las especies; en el caso de Vasconcellea sp., esta banda fue cercana 
a los 250 pb, mientras que para C. papaya fue de aproximadamente 500 pb. Por otra 
parte, la combinación de las enzimas DraI y RsaI generó tres bandas diferenciales, dos 
de estas en Vasconcellea sp. y una en C. papaya, todas con tamaños moleculares 
diferentes. Por último, la enzima EcoRI produjo una ligera variación de tamaño en una 
de las bandas generadas en ambas especies, por lo que también podría ser utilizada 
para diferenciarlas. 
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Figura 19. Digestión con cuatro enzimas de restricción y sus posibles combinaciones de 
los productos de PCR obtenidos al amplificar a) la región ribosomal ITS1-ITS4 y b) la 
cloroplástica  trnK1-trnK2 en C. papaya (P) y Vasconcellea sp (V). M: marcador de peso 
molecular de 1 kb. V: Vasconcellea sp., P: C. papaya, H: HindIII, D: DraI, R: RsaI, E: 
EcoRI, HD: HindIII + DraI, HR: HindII + RsaI, DR: DraI + RsaI, HDR: HindIII + DraI + 
RsaI. Las flechas blancas indican los carriles en los que se encontraron bandas 
diferenciales entre las dos especies y las flechas amarillas indican las bandas 
diferenciales obtenidas. 
Para identificar la especie de Vasconcellea sp. con la que se está trabajando se envió a 
secuenciar a Macrogen Inc. dos regiones de ADN, una cloroplástica y otra ribosomal. 
Con la región trnL-trnF se identificó la especie como V. cundinamarcensis, con un 
porcentaje de identidad y cobertura del 100%, y un valor E de 0, siendo este el primer 
resultado de la lista (Anexo 4 y 5). En cuanto a la secuencia obtenida con la región ITS3-
307R, para esta misma especie se obtuvo 86,26% de identidad y 63% de cobertura, con 
valor E de 5x10-103. Este fue el resultado 62 en la lista generada. Sin embargo, previo a 
este especie se encontraban otros miembros de la familia Caricaceae como Carica, 
Jacaratia y otras especies de Vasconcellea (Anexo 6 y 7). Al realizar un árbol filogenético 
con el gen trnL-trnF, la secuencia obtenida agrupa con V. cundinamarcensis (Fig. 20a), 
mientras que con la región ITS3-307R agrupa en el mismo nodo con otras especies de 
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Vasconcellea (Fig. 20b). Por lo tanto, se puede indicar que definitivamente se está 
trabajando con una especie de Vasconcellea sp. y según el ADN cloroplásico es V. 
cundinamarcensis. 
 
Figura 20. Árbol del posicionamiento taxonómico de Vasconcellea sp. para el gen a) 
trnL-trnF e b) ITS3-307R, mediante un análisis de máxima verosimilitud (ML). Los valores 
de soporte de cada rama se muestran como SHaLRT (Test de rama única) / UFBoot 
(boostrap ultra rápido), en el cual la confianza en un clado se interpreta como >80 y >90, 
respectivamente. Al final de las ramas se muestra el número de accesión GenBank 
empleado para el análisis. Solamente se muestran los valores de rama mayores a 80. 
Las secuencias obtenidas en esta investigación se identifican como Vasconcellea sp. 
(Costa Rica). Se utilizó como grupo externo Moringa ovalifolia. 
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Al comparar la forma de los frutos y hojas de la planta utilizada para generar los callos 
(Fig. 21a) con lo descrito por Badillo (1971) (Fig. 21b), la especie corresponde a C. 
pubescens (ahora denominada V. cundinamarcensis), lo cual respalda lo encontrado 
molecularmente. 
 
Figura 21. Comparación de a) la planta utilizada para la obtención de frutos de donde 
se extrajeron las semillas usadas en los diferentes experimentos (fotografía propia) y b) 
ilustraciones que describen la morfología de C. pubescens (ahora V. cundinamarcensis). 
Tomado y modificado de Badillo (1971). 
5.5. Cultivo y regeneración de protoplastos 
5.5.1. Regeneración de la pared celular de los protoplastos 
Para dar seguimiento a la regeneración de la pared celular se cultivaron los protoplastos 
aislados de callos de C. papaya y Vasconcellea sp. en cuatro medios de cultivo 
diferentes. Para C. papaya se utilizó una densidad de cultivo de 5,03x106 ± 3,82x105 
protoplastos·g-1, mientras que para Vasconcellea sp. fue de 1,16 x105 ± 1,53 x104 
protoplastos·g-1. 
En el caso de C. papaya, luego de 24 h de cultivo y de realizar el análisis con CFW, se 
detectó un incremento exponencial en la fluorescencia de los protoplastos mantenidos 
en medio KM8P-S, que fue significativamente mayor respecto a los tratamientos 
restantes (p=0,01789). En medio KM8P-S la fluorescencia incrementó hasta 33,22%, 
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mientras que en los tratamientos restantes no superó el 20,12%. Este comportamiento 
se mantuvo hasta el final del experimento, ya que transcurridas 144 h los protoplastos 
cultivados en KM8P-S alcanzaron el 100% de fluorescencia, mientras que los 
protoplastos en los tratamientos restantes no superaron el 25% de fluorescencia 
(p=0,0060) (Fig. 22a).  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 22. Fluorescencia a través del tiempo de protoplastos aislado de callos de a) 
C. papaya y b) Vasconcellea sp. teñidos con blanco de calcoflúor cultivados en medio 
MSBS con 2,4-D, MSBS con ANA, BAP y 2,4-D, MSBS con ANA y BAP y KM8P-S. Las 
barras indican el error estándar. 
Con respecto a Vasconcellea sp., el medio KM8P-S incrementó más rápidamente la 
regeneración de la pared, medida indirectamente por la fluorescencia, con respecto a los 
tres tratamientos restantes (p=1,04x10-5). Luego de 24 h de cultivo en KM8P-S se obtuvo 
95,93% de fluorescencia, seguido de MSBS+ANA+BAP con 70,28%, 
MSBS+ANA+BAP+2,4-D con 38,03% y por último MSBS+2,4-D con 28,93% de 
fluorescencia. Sin embargo, luego de 144 h de cultivo, esta diferencia se redujo, ya que 
la fluorescencia de los protoplastos cultivados en KM8P-S no difirió con respecto a los 
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mantenidos en MSBS + ANA + BAP, pero sí de los tratamientos restantes (p=0,0014) 
(Fig. 22b).  
Cabe destacar que con el medio KM8P-S los protoplastos de Vasconcellea sp. tardaron 
24 h para alcanzar una fluorescencia cercana al 100% (Fig. 22a), mientras que para C. 
papaya se tardó 72 h para alcanzar este valor (Fig. 22b). Adicionalmente, para C. papaya 
solamente el medio de cultivo KM8P-S fue efectivo, mientras que los protoplastos de 
Vasconcellea sp. respondieron en los cuatro medios de cultivo probados. 
Con ambas especies fue posible observar la formación de conglomerados celulares que 
indican el inicio de la formación de microcolonias. Al cultivar los protoplastos de 
C. papaya fue posible visualizar la división celular luego de 36 y 48 h de cultivo en los 
medios KM8P-S y MSBS + ANA + BAP, respectivamente. Además, en el medio KM8P-
S fue posible observar la formación de conglomerados luego de 48 h de haber iniciado 
el cultivo. En cuanto a Vasconcellea sp., a partir de las 72 h de cultivo se observó la 
formación de conglomerados celulares solamente en el medio MSBS + ANA + BAP + 
2,4-D; sin embargo, luego de 144 h la formación de estos conglomerados fue evidente 
en los cuatro medios de cultivo probados (Fig. 23). 
 
Figura 23. Conglomerado celular de Vasconcellea sp. cultivado en medio KM8P-S 
durante 144 h. La barra indica una distancia de 50 µm. 
5.5.2. Reducción del contenido de manitol en el cultivo de protoplastos 
Para determinar si el manitol presente en el medio de cultivo influyó en la formación de 
microcolonias, luego de 72 h se redujo el contenido de esta sustancia en 0, 25 y 50%. Al 
cultivar en el medio KM8P-S protoplastos de aislados de callos de C. papaya (3,29x106 
± 9,28x104 protoplastos·g-1) se determinó que el contenido de manitol afectó 
significativamente la formación de microcolonias (p=0,0556) (Fig. 24a). La reducción en 
50% del contenido de manitol favoreció la formación de microcolonias de mayor tamaño 
ya que permitió la inducción de microcolonias 3,79 veces más grandes con respecto al 
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tratamiento con 0% de reducción. Sin embargo, el tamaño de las microcolonias 
obtenidas al reducir el manitol en 50% no difiere estadísticamente con respecto a la 
reducción del 25% de este compuesto (Fig. 25). 
En cuanto al cultivo de Vasconcellea sp. (1,43x105 protoplastos·g-1), se observó un 
comportamiento opuesto al observado con C. papaya. En este caso la disminución de 
50% del contenido de manitol generó microcolonias de un tamaño significativamente 
menor con respecto a los dos tratamientos restantes (p=0,0088) (Fig. 24b).  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 24. Área ocupada por las microcolonias de a) C. papaya y b) Vasconcellea sp. 
luego de un mes de cultivo en medio KM8P-S, al cual se le redujo el contenido de manitol 
luego de 72 h de haber iniciado el cultivo. Las letras indican las diferencias significativas 
entre los tratamientos según la prueba de Kruskal-Wallis con un 95% de confianza. n = 5. 
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Figura 25. Formación de microcolonias de C. papaya y Vasconcellea sp. luego de 45 
días de cultivo en medio KM8P-S al cual se le redujo el contenido de manitol en a) 0, b) 
25 y c) 50% luego de 72 h de haber iniciado el cultivo. La barra indica una distancia de 
500 µm para C. papaya y 200 µm para Vasconcellea sp. 
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6. Discusión 
6.1. Germinación de semillas de C. papaya in vitro 
En una primera aproximación para germinar semillas de C. papaya in vitro, se siguió la 
metodología mencionada por Lipka (2010); sin embargo, en ese trabajo no se indica el 
porcentaje de germinación de las semillas, que impide realizar una comparación de 
resultados. Las semillas utilizadas, que mostraron una germinación menor al 10%, 
habían sido previamente secadas por cinco días en un flujo constante de aire. Según 
Webster et al. (2016), el secado de las semillas de C. papaya es una limitante para su 
germinación. Dicha conclusión fue obtenida al utilizar semillas que fueron secadas por 
un mes. Si bien las condiciones de secado no fueron las mismas, en ambos casos hubo 
una reducción en el contenido de agua de las semillas. Adicionalmente, Webster et al. 
(2016) indican que secar las semillas podría reducir la capacidad del embrión para 
desarrollarse, incluso después de la imbibición, como en este caso con AG3 y agua. Lo 
anterior se puede deber a que el embrión no tiene la fuerza necesaria para romper las 
estructuras que lo rodean e imponen resistencia mecánica para su crecimiento (Webster 
et al. (2016).  
Por otra parte, la segunda introducción de semillas resultó ser más exitosa. La mezcla 
perlita:turba, el papel de germinación y el agar-agua resultaron ser mejores sustratos 
para germinar las semillas de C. papaya (Fig. 4a). Sin embargo, para la fase de 
germinación se recomienda utilizar la mezcla perlita:turba porque reproduce de una 
mejor manera el crecimiento que tendría la planta en condiciones naturales, ya que las 
semillas no están expuesta a la luz. El papel no permite que las plántulas se mantengan 
erguidas; además, puede llegar a secarse, por lo que se debe estar revisando y de ser 
requerido rehidratarlo, lo que puede aumentar el riesgo de contaminación del cultivo, ya 
que se debe abrir constantemente la tapa del frasco que contiene el cultivo aséptico. 
Ninguno de estos sustratos contenía nutrientes que le permitiera a las plántulas continuar 
con su desarrollo, posterior a la germinación. Se recomienda transferir las plántulas a 
medio MS, si bien, este medio no es adecuado para la germinación, su uso ha sido 
reportado para el desarrollo de un protocolo de propagación in vitro de C. papaya 
(Reuveni et al.,1990); además, se observó que las plántulas que lograron germinar en 
este medio se mantuvieron verdes y desarrollaron hojas verdaderas con mayor rapidez 
(Fig. 6). 
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Se demostró que aplicar un choque térmico a las semillas favoreció la germinación, 
principalmente al utilizar como sustrato agar-agua y turba: perlita (Fig. 4b). Webster et 
al. (2016) indican que en C. papaya esto puede deberse a que el choque térmico emula 
la exposición a altas temperaturas que las semillas tienen naturalmente en los sitios en 
donde crecen. Además, esta germinación, inducida por el choque térmico, también 
puede estar relacionada con la síntesis proteica de novo, asociada al endospermo y 
embrión.  
Previamente se ha reportado que la presencia del arilo en las semillas de papaya reduce 
el porcentaje de germinación debido a que contiene sustancias que inhiben este proceso. 
Una vez removida esta estructura, las semillas deben de ser lavadas con agua por 24 h 
o ser tratadas con carbón para eliminar remanentes de los compuestos inhibidores 
(Lange, 1961; Gherardi y Valio, 1976). En esta investigación no fue posible encontrar un 
efecto significativo en la germinación por la remoción del arilo en tres de los cuatro 
sustratos probados. Únicamente al utilizar papel como sustrato se logró obtener una 
germinación significativamente mayor en las semillas sin arilo. Las semillas utilizadas 
para el experimento provenían del mismo fruto y todas fueron lavadas simultáneamente, 
por lo que no hay una explicación clara de por qué el efecto solamente se vio en uno de 
los tratamientos. Para pruebas posteriores se puede considerar modificar el método de 
lavado de las semillas y aumentar el número de repeticiones, para determinar si de esta 
manera se puede ver un efecto. 
6.2. Aislamiento de protoplastos de C. papaya 
6.2.1. Aislamiento de protoplastos a partir de hojas 
Las hojas han sido utilizadas exitosamente como un tejido para el aislamiento de 
protoplastos de C. papaya. En algunos casos se ha recurrido a realizar cortes en las 
láminas de las hojas como parte del protocolo para el aislamiento de protoplastos (Litz y 
Conover, 1979; Lipka, 2010; Tang et al., 2011; Zhang et al., 2011; Gao et al., 2015). Sin 
embargo, en la presente investigación se determinó que estos cortes no influyeron en el 
rendimiento ni en la viabilidad de los protoplastos aislados, con respecto al testigo con 
la lámina sin cortar, pero a la que se le eliminó la epidermis abaxial (Cuadro 8). Estos 
resultados concuerdan con Lipka (2010), quien determinó que cortar en tiras las hojas 
de plantas de C. papaya provenientes del invernadero tuvo un efecto negativo en el 
aislamiento ya que disminuye el rendimiento y viabilidad de los protoplastos. El hecho 
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de que no sea indispensable realizar estos cortes en las hojas permite que se agilice el 
proceso de establecer un experimento. Además, minimizar la manipulación de las hojas 
reduce el riesgo de contaminación y evita que se marchite el tejido.  
Para poder realizar el aislamiento de los protoplastos es necesario mezclar diferentes 
enzimas que permitan digerir la pared celular (Cocking, 1972). En este trabajo, las 
variaciones realizadas en la concentración de celulasa RS, macerozima R10 y driselasa 
en la solución enzimática no generaron ningún efecto en el rendimiento, viabilidad o 
fluorescencia al teñir con CFW los protoplastos en ninguno de los experimentos (Cuadro 
8). Tres de las cuatro soluciones fueron probadas previamente para el aislamiento de 
protoplastos de C. papaya a partir de hojas de plántulas ex vitro (Litz y Conover, 1979) 
e in vitro (Lipka, 2010), y embriones somáticos (Chen y Chen, 1992). Estas soluciones 
resultaron ser efectivas para el aislamiento de protoplastos en las tres investigaciones 
previas, al igual que como sucedió en los experimentos realizados en este trabajo. Al 
utilizar la solución enzimática A, se logró obtener mayor rendimiento y viabilidad con 
respecto a los resultados obtenidos por Lipka (2010). En cuanto a la solución C, el 
rendimiento fue mayor, pero la viabilidad disminuyó en 10% con respecto a lo obtenido 
por Chen y Chen (1992). Esta variación en la viabilidad puede deberse a que la 
metodología utilizada para la purificación de los protoplastos fue diferente, al igual que 
el tejido inicial. Los datos obtenidos no pueden compararse con los de Litz y Conover 
(1979), debido a que no aportan datos numéricos sobre su experimento.  
6.2.2. Aislamiento de protoplastos a partir de callo 
Al igual que con las hojas, se probaron diferentes soluciones enzimáticas para 
determinar si estas permiten el aislamiento de protoplastos a partir callos embriogénicos 
de C. papaya. La solución enzimática F resultó ser la más efectiva ya que permitió 
obtener un rendimiento significativamente mayor de protoplastos·g-1, en comparación 
con las otras dos soluciones probadas (Fig. 7 y Fig. 8). Dicha solución se caracteriza por 
contener hemicelulasa, por lo que se están cubriendo los tres tipos posibles de enzimas 
de digestión para polisacáridos: celulasas, hemicelulasas y pectinasas (macerozima 
R10) (Ishii, 1989). La degradación de las hemicelulosas podría estar favoreciendo una 
mayor liberación de los protoplastos de la pared celular. Lo anterior, debido a que estos 
compuestos sirven como puente de unión entre las microfibrillas de celulosa y los 
polisacáridos de pectinas (Bauer et al., 1973). 
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6.3. Aislamiento de protoplastos a partir de callos de Vasconcellea sp. 
Al probar tres concentraciones de celulasa (1, 1,5 y 2% m/v) para aislar protoplastos de 
callos de Vasconcellea sp. no se encontró un cambio significativo en el rendimiento del 
aislamiento (Cuadro 9). Esto podría deberse a que las concentraciones probadas de esta 
enzima son altas en comparación con el contenido de celulosa en la pared celular, por 
lo que agregar más celulasa a la solución enzimática no provocó ningún efecto. A futuro, 
valdría la pena estudiar la composición de la pared celular de Vasconcellea sp. para 
optimizar la cantidad de celulasa que se debe agregar a la solución de digestión. La 
concentración de celulasa a utilizar es proporcional al contenido de celulosa, principal 
componente de la pared celular, y el contenido de este polisacárido en la pared celular 
varía entre especies (Ruesink, 1971; Doi y Kosugi, 2004). Para incrementar el 
rendimiento del aislamiento, puede que sea necesario adicionar hemicelulasa a la 
solución, al igual que con los protoplastos de callos de C. papaya.  
Anteriormente se han realizado aislamientos de protoplastos de diversos tejidos de 
C. papaya y tres especies de Vasconcellea, en los cuales se ha utilizado entre 1 y 3% 
m/v de celulasa R-10, acompañados en su mayoría por 0,5% m/v de macerozima R-10 
(referencias citadas en el Cuadro 1). Si bien es cierto no se utilizó el mismo tipo de 
celulasa, la combinación enzimática es similar y en todos los casos se logró el 
aislamiento de protoplastos, con un rendimiento superior al obtenido en esta 
investigación. Al no existir una variación en el rendimiento o viabilidad de los protoplastos 
es recomendable continuar utilizando 1% m/v de celulasa RS por ser la concentración 
más baja, que reduce el costo del aislamiento. 
Tanto el rendimiento como la viabilidad de los protoplastos obtenidos en el experimento 
uno, en donde se varió la concentración de celulasa, fueron bajos y no permitieron 
continuar con procesos posteriores de cultivo, regeneración y fusión de protoplastos ya 
que se recomienda utilizar al menos 5x104 protoplastos·mL-1 para la regeneración (Jain 
et al., 1995) y 5,0x105 protoplastos·mL-1 para la fusión (Bates, 1985), que en este caso 
no se cumplió. Debido a la necesidad de incrementar estos parámetros para el 
aislamiento de los protoplastos, en el segundo experimento se adicionó hemicelulasa a 
la solución enzimática. Anteriormente no se había reportado el uso de esta enzima para 
aislar protoplastos de C. papaya o alguna especie de Vasconcellea. La adición de 0,5% 
de hemicelulasa no incrementó el rendimiento de los protoplastos (Cuadro 9); sin 
embargo, con la tinción de blanco de calcoflúor se pudo observar una disminución en la 
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fluorescencia de los protoplastos a los que se les agregó esta enzima (Fig. 9), evidencia 
de una mayor remoción de la pared, debido a que este compuesto se une a las paredes 
celulares por la presencia de celulosa, polisacáridos carboxilados y quitina, entre otros 
polímeros unidos por enlaces tipo β (Berglund et al., 1987) y permite darle seguimiento 
a la regeneración de la pared celular en protoplastos de diferentes especies (Nagata y 
Takebe, 1970; Williamson et al., 1977; Kinnersley et al., 1978; Galbraith, 1981; Yamada 
y Sakaguchi, 1982). El uso de este tinte es efectivo, pero se debe tener en cuenta que 
no permite detectar microfibrillas de celulosa cuando estas se encuentran en baja 
densidad (Williamson et al., 1977).  En este caso fue utilizado a la inversa, ya que se usó 
este tinte para determinar si la pared celular fue removida.  
En el tercer experimento se probó el efecto de agregar a la solución enzimática 0,25, 0,5 
o 1% m/v de hemicelulasa. Al utilizar 1% m/v de esta enzima se logró incrementar 
significativamente el rendimiento y viabilidad de los protoplastos, obteniéndose, 1,59x107 
± 1,51 x107 protoplastos·g-1 y 84,07 ± 5,57 %, respectivamente (Fig. 10). Por lo tanto, el 
problema del bajo rendimiento para procesos posteriores (Bates, 1985; Jain et al., 1995) 
fue solucionado con esta enzima. Como se mencionó anteriormente, la inclusión de la 
hemicelulasa podría facilitar el proceso del aislamiento de los protoplastos, ya que se 
cubrirían los tres tipos de polisacáridos que se pueden encontrar en la pared celular 
(Bauer et al., 1973).  
En el cuarto y quinto experimento se probó si el incremento entre 1 y 1,5% m/v de 
hemicelulasa favoreció el aumento en el rendimiento de los protoplastos; sin embargo, 
esto no sucedió, por lo que puede mantenerse el uso de 1% de esta enzima para el 
aislamiento de protoplastos de callo de Vasconcellea sp. Al igual que en esta 
investigación, la adición de hemicelulasa a la solución enzimática resultó ser crucial en 
el rendimiento de los protoplastos para Xu y Jia (1996). La solución que utilizaron para 
aislar protoplastos de callos de Artemisia sphaerocephala estaba compuesta por 1% m/v 
de celulasa R-10 y 0,5% m/v de macerozima R-10, y a esta le adicionaron 0,5% m/v de 
hemicelulasa. Al agregar esta enzima fue posible incrementar seis veces el rendimiento 
de los protoplastos, siendo este de 1,12x106 ± 0,21 x106 protoplastos·g-1 con una 
viabilidad del 81,5%. 
En reportes previos, la hemicelulasa ha sido utilizada a una concentración de 0,5% m/v 
para aislar protoplastos a partir de callos de legumbres (Fabaceae), canola 
(Brassicaceae), Echinacea augustifolia (Asteraceae), Gentiana crassicaulis 
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(Gentianaceae) y Artemisia sphaerocephala (Asteraceae). Además de esta enzima, las 
soluciones de digestión incluyeron celulasa, macerozima y en algunos casos pectoliasa 
o driselasa (Kartha et al., 1974; Gill et al., 1987; Meng et al., 1996; Xu y Jia, 1996; Hou 
y Jia, 2004; Zhu et al., 2005). Por otra parte, se ha empleado 1% m/v de hemicelulasa 
para aislar protoplastos de mesófilo de diferentes cereales y rosa. Al igual que en el caso 
anterior, las soluciones de digestión se suplementaron con celulasa, macerozima y, en 
el caso de la rosa, con pectoliasa (Chin y Scott, 1979; Marchant et al., 1997).  
En esta investigación, la solución enzimática que resultó ser más efectiva para aislar 
protoplastos de callos de Vasconcellea sp. fue la F, compuesta por 1% m/v de celulasa 
RS, 0,5% m/v de macerozima R-10 y 1% m/v de hemicelulasa. Chin y Scott (1979) 
utilizaron una solución enzimática similar para aislar protoplastos de hojas de diferentes 
cereales. Sin embargo, en lugar de usar celulasa RS utilizaron celulisina, un tipo de 
celulasa. Al igual que en esta investigación, lograron obtener al menos 106 
protoplastos·g.1. El período de incubación utilizado por Chin y Scott (1979) varió entre 3 
y 5 h, por lo que se podría considerar realizar experimentos para tratar de reducir el 
tiempo de incubación de los callos con la enzima. 
De Vasconcellea sp. se obtuvieron dos tipos de callo (Fig. 2), siendo el callo friable el 
más eficiente para el aislamiento de protoplastos. Este tipo de callo posee un menor 
contenido de agua, por lo que la masa agregada inicialmente como muestra resultó ser 
en su mayoría tejido, en comparación con los callos de apariencia embriogénica, donde 
parte de la masa fue aportada por el contenido líquido que poseen. Este rendimiento 
variable en el aislamiento de los protoplastos dependiendo del tipo de callo que se utilice 
como material inicial (Fig. 11) también fue reportado por Imbrie-Milligan y Hodges (1986). 
En esa investigación identificaron dos tipos de callo de maíz, uno heterogéneo y otro 
friable de rápido crecimiento. Con el callo heterogéneo se logró obtener un mayor 
rendimiento y se necesitó una menor cantidad de tejido para obtener el rendimiento 
máximo de protoplastos, en comparación con el callo friable. En esta investigación se 
obtuvo resultados inversos a los obtenidos por Imbrie-Milligan y Hodges (1986); sin 
embargo, los resultados no son comparables debido a que los tipos de callo no son 
iguales y se trabajó con dos especies diferentes. 
Por último, al aislar protoplastos de callos friables con la solución enzimática F se obtuvo 
una variación entre 9,18x105 ± 6,78x105 y 1,59x107 ± 8,72x106 protoplastos·g-1. Esta 
variación ocurrió entre repeticiones, a pesar de que se utilizaron callos cultivados en las 
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mismas condiciones y el método de aislamiento. Esta variación entre repeticiones 
también ha sido reportada al aislar protoplastos de pitahaya (Acuña, 2018). 
6.4. Electrofusión de protoplastos y detección de posibles fusionantes 
mediante polimorfismos entre C. papaya y Vasconcellea sp. 
6.4.1. Electrofusión de protoplastos 
En el primer experimento de viabilidad en soluciones de fusión se determinó que la 
exposición por 15 min a la solución de fusión para células eucariotas de Eppendorf a 
diferentes osmolalidades (90, 150 y 200 mOsmol/kg) disminuyó la viabilidad de los 
protoplastos, excepto para los protoplastos de C. papaya expuestos a 200 mOsmol/kg 
(Fig. 12). Montero-Carmona y Jiménez (2015) utilizaron la solución a 90 mOsmol/kg para 
fusionar protoplastos de Vanilla planifolia y V. pompona y lograron obtener un máximo 
de 8,9% eventos de fusión. En su investigación no reportaron el efecto de la solución de 
fusión en la viabilidad de los protoplastos; sin embargo, el bajo rendimiento de fusión 
puede estar asociado a este factor. En la presente investigación, en C. papaya y 
Vasconcellea sp., se determinó que la solución de 90 mOsmol/kg disminuyó cerca de 
cuatro veces la viabilidad de los protoplastos, con respecto al testigo. Lo anterior indica 
que el efecto de la solución de fusión sí es un factor relevante a tomar en cuenta, ya que 
puede reducir la viabilidad y por tanto afectar el éxito del desarrollo de un protocolo para 
la hibridación somática de protoplastos. 
En el segundo experimento de viabilidad se determinó que las soluciones de fusión 
propuestas por Bates et al. (1983), Yu et al. (2013) y Duquenne et al. (2007) no 
provocaron cambios en la viabilidad de los protoplastos con respecto al testigo (Fig. 13). 
Si bien en las investigaciones realizadas por estos autores no se evaluó este factor, en 
los tres estudios se logró obtener la formación de cadenas y fusionantes, aunque no 
cuantificaron el porcentaje de fusionantes obtenidos (Bates et al.,1983; Yu et al., 2013; 
Duquenne et al., 2007). Cabe destacar que Yu et al. (2013) lograron regenerar los 
protoplastos y obtener plantas híbridas, por lo que se puede afirmar que esta solución 
fue un medio efectivo para realizar la electrofusión de papa y berenjena. En este segundo 
experimento, nuevamente se evidenció que la solución de fusión para células eucariotas 
de Eppendorf (90 mOsmol/kg) generó una disminución significativa de la viabilidad en 
ambas especies. Dicha reducción en la viabilidad podría deberse a que esta solución es 
hipoosmolar, por lo tanto, puede que no esté osmóticamente balanceada, lo que genera 
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daños en las membranas celulares, incluso si el tiempo de exposición a la solución de 
fusión es corto (Bates et al., 1987b). En este segundo experimento el efecto de la 
solución sobre la disminución de la viabilidad no fue tan importante como en el primer 
experimento; sin embargo, esto puede deberse a que se redujo en 10 min el tiempo de 
exposición a la solución.  
Al realizar diferentes experimentos para la electrofusión de protoplastos de C. papaya y 
Vasconcellea sp., se encontró que el proceso es complicado de realizar, y esto podría 
deberse a la diferencia de tamaño que existe entre los protoplastos de ambas especies 
(Fig. 14 y Cuadro 10). Previamente se ha reportado que este es uno de los factores que 
afectan la electrofusión (Davey et al., 2005). 
Se intentó electrofusionar protoplastos de hojas in vitro de C. papaya y callos de 
Vasconcellea sp, pero no se logró obtener la formación de cadenas. Al usar protoplastos 
de callos de ambas especies se observaron eventos de fusión, principalmente entre 
protoplastos de tamaño similar (Fig. 17), pero no se pudo determinar si los eventos 
fueron inter o intraespecíficos. Al fusionar protoplastos de Vasconcellea entre sí, con tres 
soluciones de fusión diferentes, se observó la formación de cadenas y eventos de fusión 
con las soluciones de Bates et al. (1983) y Yu et al. (2013). Lo anterior sugiere que la 
electrofusión no es un proceso aleatorio cuando hay protoplastos de diferente tamaño o 
diámetro (Bates et al., 1987b). Se ha visto que la eficiencia del proceso de electrofusión 
incrementa si los protoplastos son de tamaño similar, debido a que el potencial de 
membrana inducido por el campo eléctrico es directamente proporcional al radio celular, 
(Bates et al., 1987b). 
La teoría indica que entre mayor sea el tamaño del protoplasto, menor será la intensidad 
de campo requerida para alcanzar el voltaje crítico (Bates et al., 1987b). Esto concuerda 
con los voltajes calculados para ambas especies en estudio. Tanto en la solución de Yu 
et al. (2013) como en la de Bates et al. (1983), el voltaje necesario para fusionar los 
protoplastos de Vasconcellea sp. fue menor en comparación con los protoplastos de 
C. papaya. Lo anterior fue comprobado por Mehrle et al. (1990) al realizar experimentos 
con protoplastos de Avena sativa donde, para poder realizar un evento de fusión, la 
intensidad de campo que se debió aplicar fue inversamente proporcional al tamaño del 
protoplasto. 
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Si bien se ha mencionado que la electrofusión entre protoplastos de diferente tamaño es 
difícil de realizar, no significa que sea imposible. Por ejemplo, Tempelaar y Jones (1985) 
fusionaron protoplastos de diferentes cultivos y determinaron que los protoplastos 
pequeños tienden a fusionarse más fácilmente con los protoplastos grandes. También, 
Salhani et al. (1985) lograron fusionar protoplastos de células eritroleucémicas de ratón 
con un radio de 8 µm con protoplastos de Petunia con un radio de 28 µm.  
Para tratar de superar esta barrera física que se presenta entre los protoplastos de estas 
dos especies de Caricaceae, se podrían agregar diferentes sustancias que promuevan 
la eficiencia del proceso. Por ejemplo, en el caso del tabaco, la adición de proteasa y 
pronasa a la solución de fusión permitió incrementar el rendimiento de la electrofusión 
2,9 veces con respecto al testigo al fusionar protoplastos de mesófilo (Ruzin y McCarthy, 
1986). De igual manera, Hoffmann-Tsay et al. (1994) determinaron para esta misma 
especie, que el uso de cloruro de di-[polioxietilen) etanol]-estearilamonio incrementó 2,15 
veces el rendimiento de la fusión, mientras que el polivinilalcohol aumentó el rendimiento 
en 2,21 veces. 
Por otra parte, la formación de cadenas de protoplastos al electrofusionar protoplastos 
de C. papaya y Vasconcellea sp. (Fig 15a y c) indica que la corriente AC aplicada fue 
suficiente para que ocurriera la dielectroforesis (Bates et al., 1987b). Sin embargo, luego 
de realizar la fusión se observó un mayor daño en los protoplastos expuestos a la 
solución de Bates et al. (1983), con respecto a los sometidos a la solución de Yu et al. 
(2013) (Fig. 16b y d). Esta diferencia en el daño celular puede deberse a que la solución 
de Yu et al. (2013) contiene 0,2 mM de CaCl2. Se ha demostrado que utilizar soluciones 
con una concentración de CaCI2 entre 0,1-0,5 mM, puede reducir la lisis celular (Watts y 
King, 1984). 
En cuanto a la solución propuesta por Duquenne et al. (2007), se vio un lento 
desplazamiento de los protoplastos, además de ausencia de fusionantes. Este resultado 
puede estar asociado a su alto contenido de CaCl2 (1 mM), que afecta la conductividad 
eléctrica de la solución. Chapel et al. (1984) determinaron que, al agregar 2 mM de 
CaCl2, la eficiencia de la fusión se reducía en 50%, mientras que con 5 mM de CaCl2 el 
proceso se inhibía por completo. En este caso, puede que el uso de 1 mM en la solución 
de Duquenne et al. (2007) inhiba parcialmente el proceso de fusión y, por esta razón, no 
haya sido posible observar un comportamiento similar al de las otras dos soluciones 
probadas que no contienen del todo CaCl2 (Bates et al.,1983) o una baja concentración 
72 
 
 
 
(0,2 mM) (Yu et al.,2013). A futuro valdría la pena probar otras concentraciones de CaCl2, 
por ejemplo 0,5 y 2 mM, para comprobar si este compuesto realmente está modificando 
la eficiencia de la fusión. Se esperaría que conforme incremente la concentración de 
CaCl2 disminuya el movimiento de los protoplastos. 
Un punto importante a recalcar es que, luego del proceso de electrofusión, fue posible 
observar protoplastos unidos, pero no fusionados, ya que no se observaba una 
invaginación en sus membranas (Fig. 18). Estos protoplastos unidos son fusionantes 
potenciales, pero puede que el tiempo en el que se evaluó el proceso no haya sido 
suficiente para observar la fusión, ya que se observaron inmediatamente después de 
finalizar los choques eléctricos. Por ejemplo, fue posible fusionar protoplastos de 
Brassica napus con protoplastos pequeños de Solanum brevidens, el proceso tardó 
alrededor de 15 min en ocurrir y en un inicio se veían solamente unidos (Jones, 1988), 
tal como en el caso de las especies estudiadas en la presente investigación. A futuro, se 
podría probar mantener por un tiempo más prolongado los protoplastos en la solución 
de fusión, aunque esto podría a reducir el porcentaje de viabilidad, para determinar si la 
fusión llega a ocurrir después de 15 min de estar en contacto, o el tiempo que sea 
necesario.  
Por último, al fusionar protoplastos resulta ser ventajoso poder identificar los fusionantes 
a simple vista. Por esta razón, es muy conveniente hacer fusionantes a partir de mesófilo 
de hojas y callos, en donde la presencia de zonas verdes e incoloras evidenciaría la 
fusión (Bates et al., 1987a). En esta investigación los resultados más promisorios fueron 
obtenidos con protoplastos aislados de callos de ambas especies, pero no se pudo 
determinar si los fusionantes fueron inter o intraespecíficos. A futuro, para poder 
determinar visualmente si ocurren eventos específicos se podría recurrir a teñir los 
protoplastos de una de las dos especies. Por ejemplo, para diferenciar durante la 
electrofusión los protoplastos aislados de mesófilo de maíz y avena, se tiñó con rojo 
neutro los protoplastos de avena (Bates et al., 1983).  
6.4.2. Detección molecular de posibles fusionantes mediante PCR-RFLP   
De las seis regiones de ADN probadas, se determinó que únicamente las regiones ITS1-
ITS4 y trnK1-K2 permitieron identificar polimorfismos entre C. papaya y Vasconcellea sp. 
con las enzimas de digestión probadas (Fig. 19). La región ITS ha sido utilizada 
previamente para realizar análisis filogenéticos de hongos (White et al., 1990; Nagy et 
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al., 2012) y diferentes especies de plantas, incluida la familia Caricaceae (Baldwin et al., 
1995; Olson, 2002; Kyndt et al., 2005). Por ejemplo, Kyndt et al. (2005) utilizaron la región 
ITS1-ITS4 para estudiar la evolución intragenérica de Vasconcellea. En este caso, al 
digerir el producto de PCR generado al amplificar la región ITS1-ITS4 con la 
endonucleasa RsaI fue posible observar diferencias entre ambas especies. Si bien es 
cierto que la diferencia es sutil en el caso de C. papaya, esta región puede utilizarse en 
conjunto con otros marcadores para identificar los posibles fusionantes. 
Previamente, van Droogenbroeck et al. (2004) utilizaron la región trnK1-trnK2 para 
estudiar la filogenia de diferentes géneros de la familia Caricaceae. La digestión de los 
productos de PCR la realizaron con la endonucleasa de restricción AfaI, que realiza 
cortes idénticos a la RsaI utilizada en esta investigación. Sin embargo, en el caso 
Vasconcellea sp., van Droogenbroeck et al. (2004) obtuvieron tres bandas entre las 200-
300 pb, mientras que en esta investigación solamente se divisaron dos. Respecto a C. 
papaya, este mismo autor identificó dos bandas de menos de 100 pb, pero en esta 
investigación solamente fue posible observar una única banda difusa. 
Esto se puede deber a que la electroforesis no permitió separar las bandas, ya que las 
bandas no detectadas tienen un peso casi idéntico al de la banda más cercana. A pesar 
de esta diferencia, aún sería posible identificar cruces entre ambas especies por la 
presencia de una banda diferencial en cada especie. En el caso de Vasconcellea sp., la 
banda diferencial es cercana a los 250 pb, que debería corresponder a dos bandas 
según van Droogenbroeck et al. (2004), y para C. papaya cercana a los 500 pb. A futuro, 
se podría utilizar un gel de agarosa de mayor porcentaje, o bien, geles de poliacrilamida 
o electroforesis capilar, para aumentar la resolución de los resultados. 
Al tratar de identificar molecularmente con las regiones trnL-trnF e ITS3-307R la especie 
de Vasconcellea sp. con la que se está trabajando, los datos obtenidos sugieren que 
corresponde a V. cundinamarcensis, anteriormente conocida como C. pubescens (Fig. 
21) (Badillo, 1971) antes de su reclasificación (Badillo, 2000). Por lo anterior, lo 
observado corresponde con la información molecular generada. Esta especie de 
Vasconcellea es una de las tres que han sido reportadas previamente en Costa Rica 
(Scheldeman et al., 2007). V. cundinamarcensis se caracteriza por poseer resistencia 
completa al PRSV-P atribuida al gen dominante prsv-1. Dicha cualidad la convierte en 
una especie candidata para la mejora genética de otras Caricaceae que no son 
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resistentes, siempre y cuando se puedan superar las barreras que impiden el cruce 
intergenérico entre estas (Drew et al., 1998; Dillon et al., 2005; Dillon et al., 2006). 
Con las dos regiones secuenciadas se obtuvo, se obtuvo solo un fragmento corto de 
bases nitrogenadas informativas, que pudo ocasionar que con la región ITS3-307R no 
se lograra identificar a nivel de especie la Vasconcellea. A futuro, se pueden fabricar 
cebadores que amplifiquen secciones de 500 pb de esta región, que permitirían obtener 
obtener una secuencia consenso con un mayor número de bases informativas para 
realizar una identificación más certera. 
6.5. Cultivo y regeneración de protoplastos 
6.5.1. Regeneración de la pared celular de los protoplastos 
Si bien hubo un comportamiento diferencial en cuanto a la regeneración de la pared 
celular entre C. papaya y Vasconcellea sp. con el medio de cultivo KM8P-S (Fig. 22) en 
ambas especies a partir de las 24 h se logró ver un incremento en el número de 
protoplastos fluorescentes teñidos con CFW, y se logró alcanzar rápidamente un máximo 
de fluorescencia, por lo que no hubo un retardo en la regeneración de la pared con 
respecto a los estudios realizados previamente. El éxito de este medio de cultivo en la 
regeneración de la pared celular puede deberse a que, además de contener macro y 
micronutrientes, es rico en azúcares, vitaminas, ácidos orgánicos y aminoácidos, los 
cuales pueden contribuir al proceso de síntesis de la pared celular. Al utilizar el medio 
KM8P, con algunas modificaciones, ha sido posible observar la regeneración de la pared 
celular con CFW luego de 12 h en Solarium viarum (Chand y Chand, 1996), 24 h en 
Stevia rebaudiana, berenjena y Anubias nana (Lopez-Arellano et al., 2015; Sihachakr y 
Ducreux, 1987; Pongchawee et al., 2006) y 48 h en Picea glauca, Lotus corniculatus y 
coliflor (Bekkaoui et al., 1987; Rasheed et al., 1990; Vatsya y Bhaskaran, 1982), después 
de haber realizado el aislamiento, Esto sugiere que la regeneración de la pared en las 
especies estudiadas en esta investigación podría iniciar más temprano, lo que se 
evidenciaría con evaluaciones frecuentes durante las primeras 24 h de haber realizado 
el aislamiento.  
Con el uso del medio KM8P, se ha logrado obtener la formación de colonias celulares 
(Chand y Chand, 1996; Pongchawee et al., 2006), tal y como fue observado en esta 
investigación. Además de la formación de estas colonias, también ha sido posible 
obtener microcallos y callos, que fueron transferidos a otros medios de cultivo y se logró 
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obtener plántulas regeneradas a partir de protoplastos (Lopez-Arellano et al., 2015; Tao 
et al., 1991; Rasheed et al., 1990; Sihachakr y Ducreux, 1987, Vatsya y Bhaskaran, 
1982). Este medio en específico ha sido utilizado únicamente para regenerar 
protoplastos de C. papaya hasta llegar a la obtención plantas (Chen y Chen, 1992), y es 
una modificación del medio KM8P (Kao y Michayluk, 1975).  
En esta investigación se observó un efecto diferenciado entre los cultivos de protoplastos 
de C. papaya y Vasconcellea sp. utilizando el medio de Lipka (2010) suplementado con 
los tres reguladores (ANA, BAP y 2,4-D). En el caso de C. papaya, no se logró detectar 
un incremento en la fluorescencia de los protoplastos (Fig. 22a). Por el contrario, con 
Vasconcellea sp. sí se logró observar la regeneración de la pared celular, medida 
indirectamente con CFW (Fig. 22b). Por lo tanto, hubo un efecto diferenciado entre 
especies con respecto a la regeneración de la pared celular en estos medios de cultivo. 
Este efecto podría deberse al estado fisiológico de cada especie. Por ejemplo, podrían 
existir diferencias en los niveles endógenos de hormonas vegetales que ocasionen que 
no haya respuesta o que la suplementación con reguladores de crecimiento no sea 
suficiente, o bien, que no todos los callos usados de C. papaya se encontraban en 
crecimiento activo y esto afectó la respuesta. También, al tratarse de diferentes especies, 
es de esperar que haya un comportamiento diferente por el efecto que puede generar el 
genotipo. 
Al cultivar los protoplastos en medio MSBSOH, Lipka (2010) determinó que luego de 
mantener por siete días los protoplastos de C. papaya en el medio suplementado con 
ANA y BAP los protoplastos se oxidaban, pero esto no ocurría al suplementar el medio 
únicamente con 2,4-D. Sin embargo, en la presente investigación no se observó 
oxidación de los protoplastos en ninguno de los tratamientos probados, por lo que no se 
puede indicar que el uso de una u otra combinación de reguladores de crecimiento 
promueva este efecto negativo en el cultivo.  
Al cultivar los protoplastos en los medios estudiados fue posible observar la formación 
de conglomerados celulares en todos los tratamientos probados; sin embargo, Lipka 
(2010) no se refiere en su investigación a este tema, por lo que no es posible realizar 
una comparación. Cabe destacar que con ambas especies la formación de 
conglomerados celulares se observó primeramente al cultivar los protoplastos en MSBS 
+ ANA + BAP + 2,4-D. Esto podría deberse a la presencia de auxinas, que junto con los 
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otros reguladores estimulan la división celular, como ha sido observado en el cultivo de 
protoplastos de alfalfa (Pasternak et al., 2000). 
6.5.2. Reducción del contenido de manitol en el cultivo de protoplastos  
Los resultados obtenidos para C. papaya y Vasconcellea sp. al reducir el contenido de 
manitol luego del cultivo de protoplastos produjeron resultados inversos (Fig. 25): para 
el caso de C. papaya, una mayor reducción del contenido de manitol (50%) permitió 
obtener microcolonias de mayor tamaño, mientras que en el caso de Vasconcellea sp., 
el testigo, sin reducción de manitol, mostró los resultados más favorables en términos 
del área ocupada por las microcolonias.  No obstante, para las especies estudiadas no 
se logró obtener más allá de microcolonias o agrupaciones de células sin llegar a formar 
un microcallo o callo luego de un mes y medio de cultivo. Se ha observado que la 
reducción gradual de manitol posterior al cultivo de protoplastos promueve la formación 
de colonias (Zhang et al., 2008).  
La ausencia de resultados positivos en la formación de callos podría deberse a diferentes 
factores, entre ellos que la reducción del contenido de manitol realizada, de hasta 50% 
de la concentración inicial, no fue suficiente para que pudiera continuar la proliferación 
celular. Sin embargo, una reducción del 50% del contenido de manitol sí fue efectiva 
para Melchers y Labib (1974) al utilizar dos mutantes de Nicotiana tabacum, en donde, 
luego de la reducción del potencial con manitol, los callos pequeños pasaron a formar 
brotes. Otro posible panorama que podría estar ocurriendo con C. papaya y 
Vasconcellea sp. es que la reducción de manitol se haya dado muy pronto, antes de que 
ocurrieran suficientes divisiones celulares que permitieran posteriormente la formación 
de microcallos. Al respecto, Nishio et al. (1987) determinaron que, a concentraciones de 
manitol de 0,4 y 0,5 M ocurre la división celular con mayor frecuencia, mientras que el 
crecimiento de las colonias de protoplastos es favorecido con la reducción del manitol a 
0,3 M.  
Para solucionar el problema del desarrollo de los microcallos se podría optar por realizar 
una reducción gradual en la concentración del manitol. Tjahjono et al. (1993) lograron 
regenerar protoplastos de Haematococcus pluvialis reduciendo la concentración de 
manitol de 0,2 M a 0,05 M, incubando una hora entre cada reducción. La teoría de que 
la reducción gradual favorece la regeneración de protoplastos la respaldaron estos 
autores mediante la reducción de la concentración de manitol de 0,2 M a 0,05 M 
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directamente, en donde solamente lograron obtener unas pocas colonias de 
protoplastos. Además de la reducción del contenido de manitol se podría contemplar 
reducir la concentración de macroelementos, tal como lo realizó Mühlbach (1980). En su 
investigación trabajó con dos cultivares de tomate y logró obtener una mayor tasa de 
división celular para ambos genotipos cuando se redujo el contenido de los 
macroelementos, y en lugar de reducir el manitol, lo reemplazó con glucosa para 
mantener la estabilidad osmótica. Sin embargo, previamente también se ha reportado 
que el manitol puede actuar como un inhibidor del crecimiento en cultivos de protoplastos 
(Bharal y Rashid, 1980). 
El medio KM8P-S utilizado para cultivar los protoplastos es un medio complejo, ya que 
contiene 13 vitaminas, nueve fuentes de carbohidratos, cuatro ácidos orgánicos, un 
hidrolizado proteíco, seis macronutrientes y nueve micronutrientes (Chen y Chen, 1992). 
Se podría considerar reducir el contenido de estos macroelementos para ver si se 
obtiene una respuesta positiva en el desarrollo de los protoplastos, tal como lo realizó 
Mühlbach (1980). La concentración de macronutrientes utilizada en el medio KM8P-S es 
similar a la utilizada en el medio MS, la diferencia radica en que el KM8P-S contiene 
adicionalmente KCl. Originalmente, los callos de ambas especies son cultivados en 
medio de cultivo MS con la mitad de la concentración de macronutrientes, por lo que se 
podría probar reducir la concentración de estas sales en el medio KM8P-S para 
determinar si esto genera un efecto positivo en el desarrollo de las microcallos obtenidos 
de protoplastos.   
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8. Anexos 
Anexo 1. Composición del medio de cultivo MS líquido para el aislamiento de 
protoplastos según Boyes y Sink (1989), modificado luego por Oh et al. (1994) 
(MSBSOH). 
Compuesto Concentración (mg/L) Referencia 
Macronutrientes   
NO3NH4 560,3 Oh (2003) 
KNO3 1700 Boyes y Sink (1989) 
CaCl2 x 2H2O 440 Murashige y Skoog (1962) 
KH2PO4 170 Murashige y Skoog (1962) 
MgSO4 x 7H2O 370 Murashige y Skoog (1962) 
Micronutrientes MS Murashige y Skoog (1962) 
Otros   
Tiamina  2 Boyes y Sink (1989) 
L-Glutamina 250 Boyes y Sink (1989) 
Mio-inositol 1000 Boyes y Sink (1989) 
Sacarosa 30000 Boyes y Sink (1989) 
 
Anexo 2. Preparación de 10 mL de la solución de fusión Eppendorf a tres osmolalidades 
diferentes a partir de las soluciones hipoosmolar e isoosmolar.  
Osmolalidad 
(mOsmol/kg) 
Solución hipoosmolar 
Eppendorf (mL) 
Solución isoosmolar 
Eppendorf (mL) 
90 10,0 0,0 
150 6,8 3,2 
200 4,2 5,8 
 
Anexo 3. Composición de las soluciones de fusión propuestas por otros autores.  
Reactivos 
Solución de fusión* 
Yu et al. (2013) Duquenne et al. (2007) Bates et al. (1983) 
CaCl·2H₂O 0,2 mM 1 mM - 
Manitol 6,35% 0,5 M 0,5 M 
MES - 1 mM - 
*El pH se ajustó a 5,8 en las tres soluciones. 
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Anexo 4. Resultados del BLAST para la región trnL-trnF de Vasconcellea sp. 
 
La flecha indica la secuencia seleccionada. 
Anexo 5. Comparación en BLAST de la secuencia trnL-trnF de Vasconcellea sp. obtenida contra la secuencia AYA461550.1 
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Anexo 6. Resultados del BLAST para la región ITS3-307R de Vasconcellea sp. 
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Continuación anexo 6. Resultados del BLAST para la región ITS3-307R de Vasconcellea sp. 
 
La flecha indica la secuencia seleccionada. 
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Anexo 7. Comparación en BLAST de la secuencia ITS3-307R de Vasconcellea sp. obtenida contra la secuencia AY461550.1. 
 
 
 
 
 
